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Salmonella enterica sérovar Typhi (S. Typhi) est l’agent responsable de la fièvre 
typhoïde et cause environ 200 000 morts et 27 millions de cas annuellement. C’est un 
pathogène entérique dont le réservoir est restreint à l’Homme. Les raisons de cette restriction 
d’hôte sont méconnues et pourraient dépendre de l’expression de facteurs d’adhésion à des 
étapes importantes au cours de la pathogenèse. L’annotation bioinformatique du génome de S. 
Typhi identifie 12 fimbriae de type chaperon-placier (FCP), un curli ainsi qu’un pilus de type 
IV. L’objectif de ce projet de recherche est d’étudier ces systèmes d’adhésion peu caractérisés.  
D’abord, le niveau d’expression de ces gènes a été évalué dans différentes conditions 
de culture in vitro en utilisant une approche de gènes rapporteurs. L’expression des 14 
systèmes d’adhésion a été détectée. Nos résultats indiquent qu’une carence en fer favorise 
l’expression des opérons bcf et csg. Indépendamment du fer, l’expression de bcf, csg, pil, sef, 
sta, stc, stg et sth est influencée par la richesse nutritive du milieu. L’incubation en milieu LB 
liquide favorise l’expression de la plupart des systèmes d’adhésion par rapport à un milieu LB 
liquide sans agitation ou un milieu LB solide. En somme, l’expression des systèmes 
d’adhésion de S. Typhi a été observée et est influencée par des conditions environnementales. 
Dans un second volet, nous avons tent de surexprimer les différents systèmes 
d’adhésion chez une souche d’E. coli ou de S. Typhi afimbriaire. Avec cette approche, nous 
avons été en mesure de démontrer que l’opéron tcf encode pour un fimbria fonctionnel que 
l’on a pu observer en microscopie électronique. L’expression de tcf chez une souche 
afimbriaire d’E. coli et S. Typhi a également diminué leur capacité d’adhésion à des cellules 
épithéliales intestinales humaines lors d’essais in vitro. 
Nos observations démontrent que l’expression des systèmes d’adhésion retrouvés chez 
S. Typhi est influencée par les conditions enviroi9onnementales. Au moins un de ces systèmes 
est fonctionnel. Ceci suggère une contribution des systèmes d’adhésion retrouvés chez S. 
Typhi lors de l’interaction de ce pathogène avec l’humain. 






Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) is the etiological agent of typhoid fever 
which causes more than 200 000 deaths and 27 million cases worldwide, mostly in south Asia. 
This pathogen can only cause significant symptoms in humans, which are the only recognized 
animal reservoir. This host restriction is not clearly understood and could depend on the 
expression of adhesion systems during critical pathogenesis steps. Bioinformatic studies on S. 
Typhi predict 12 chaperone-usher fimbriae, one curli and one type IV secretion system. The 
aim of the project was to study those poorly described adhesion systems using two different 
methodologies. 
First, transcription levels were evaluated in different in vitro growth conditions using 
both gfp and β-galactosidase reporter genes. The expression of the 14 adhesion systems was 
detected, even if some of them were poorly expressed. The expression of bcf and csg was 
higher during iron-deficiency. Also, the availability of nutrients had an impact on bcf, csg, pil, 
sef, sta, stc, stg and sth expression, independently of the presence of iron. Most of the 
adhesion systems showed higher expression levels in liquid LB media with aeration compared 
to the same media without aeration or supplemented with agar. 
Secondly, several S. Typhi adhesion systems were cloned into an inducible expression 
plasmid introduced in both an afimbriated E. coli K-12 strain (ORN172) and an afimbriated S. 
Typhi strain (ISP1820). This approach enabled us to directly observe the presence of tcf by 
electron microscopy. Furthermore, the expression of tcf was correlated with a reduction of the 
capacity of bacteria to adhere to INT-407 human intestinal epithelial cells in an in vitro assay. 
In summary, this work demonstrates that the putative adhesion systems found in S. Typhi can 
indeed be expressed and this expression can be regulated by environmental signals. 
Furthermore, tcf encodes for a functional fimbria which has never before been observed. 
Taken together, our results suggest a significant contribution of the putative adhesion systems 
during normal pathogenesis. 
Keywords: Salmonella enterica serovar Typhi, fimbriae, gene expression, adhesion, 
overexpression, microscopy 
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Introduction et revue de littérature 
 
Les maladies infectieuses représentent la première cause de décès chez les enfants et la 
troisième cause au sein de la population mondiale selon l’Organisation Mondiale de la Santé. 
Elles sont également la première cause de mortalité dans les pays en développement, 
principalement en raison d’un manque d’accès aux traitements à la pointe de la technologie 
actuelle. La lutte contre ces maladies s’appuie d’une part sur des méthodes de diagnostic 
précises et d’autre part sur la disponibilité de vaccins et d’antibiotiques efficaces. 
L’émergence de souches résistantes à l’arsenal thérapeutique rattrape les avancées médicales 
actuelles au point où des traitements alternatifs doivent impérativement être développés.   
L’espèce Salmonella enterica regroupe de nombreux sérovars causant dans l’ensemble plus de 
120 millions d’infections par année, bien que la plupart ne soient pas mortelles (Majowicz et 
al. 2010, Buckle et al. 2012). De ce nombre, environ 27 millions de cas sont causés par des 
sérovars causant une infection systémique mortelle connue sous le nom de «fièvre typhoïde». 
L’agent étiologique principal responsable est Salmonella enterica sérovar Typhi (appelé S. 
Typhi pour simplification), bien que les sérovars Paratyphi A, B et C peuvent aussi engendrer 
la même maladie. Cette maladie cause à elle seule environ 1% des décès à l’échelle mondiale 
chez les 15-49 ans (Lozano et al. 2012). Les régions endémiques se retrouvent principalement 
au sud de l’Asie, bien que cette maladie se retrouve partout ailleurs dans le monde. 
L’incidence de la fièvre typhoïde a grandement diminuée au cours du 20e siècle en Amérique 
du nord, dans l’ouest de l’Europe et en Australie, probablement en raison de meilleures 
mesures sanitaire (Crump et al. 2004). 
La pathogenèse de la fièvre typhoïde se distingue des autres salmonelloses par sa sévérité et le 
transit effectué par les bactéries. Sommairement, les salmonelles entrent chez leurs hôtes par 
voie orale et transitent jusqu’à l’intestin pour y établir une infection. Dans le cas de 
Salmonella enterica sérovar Typhimurium, responsable de la majeure partie des salmonelloses 
non typhoïdales (SNT), cette infection reste confinée à l’intestin où elle cause une forte 
inflammation se manifestant au niveau clinique par une gastroentérite. Dans le cas des 
salmonelloses typhoïdales (ST), les bactéries se servent de l’intestin comme une porte d’entrée 
vers les organes lymphoïdes profonds. Elles seront internalisées mais non détruites par des 
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cellules phagocytaires qui s’y trouvent (macrophages et cellules dendritiques principalement). 
Ces phagocytes constituent le cheval de Troie des ST en leur permettant de se multiplier et se 
disséminer, ce qui mène à une fièvre et à de nombreux symptômes systémiques graves 
pouvant mener à la mort (Glynn et Palmer 1992, Wangdi et al. 2012). 
Pour tout pathogène, la colonisation initiale d’un hôte nécessite des facteurs d’adhésion 
permettant d’interagir avec un ou plusieurs tissus rencontrés au cours de leur transit (Danne et 
Dramsi 2012, Hannan et al. 2012). Bien qu’ils ne soient pas les seuls facteurs d’adhésion, les 
fimbriae sont parmi les mieux décrits (Busch et al. 2015). Les nombreux sérovars de 
Salmonella enterica ont acquis une remarquable capacité d’adaptation à un large spectre 
d’hôtes au cours de l’évolution et possèdent un répertoire de fimbriae parmi les plus 
diversifiés du monde microbien (Wiedemann et al. 2014). Chez cette espèce, au moins 35 
fimbriae de type chaperon-placier ont été identifiés par séquençage de génomes (Yue et al. 
2012). Le sérovar Typhi est cependant particulier, car il peut naturellement établir d’infection 
que chez l’humain.  La combinaison unique des systèmes d’adhésion (12 fimbriae du type 
chaperon-placier ainsi que d’un pili de type IV et d’un curli), retrouvés chez S. Typhi pourrait 
expliquer, du moins partiellement, la restriction d’hôte de ce pathogène (Townsend et al. 
2001). 
Les fimbriae sont des structures assemblées sous forme de filaments extracellulaires pouvant 
atteindre une longueur de plusieurs micromètres. Pour leur plus grande partie, ils sont 
constitués de sous-unités répétitives qui présentent des propriétés immunogènes remarquables. 
En plus de leur rôle adhésif, ils peuvent parfois contribuer à la formation de biofilms, forme 
coloniale bactérienne persistante chez l’hôte ou dans l’environnement. Les fimbriae du sérovar 
Typhi pourraient donc constituer des cibles thérapeutiques appropriées pour l’élaboration de 
vaccins ou de traitements (Lillington et al. 2014).  
Cependant, à un niveau plus fondamental, il est nécessaire de savoir dans quelle mesure les 
fimbriae confèrent un avantage à S. Typhi durant son interaction avec l’hôte. Pour ce sérovar, 
l’étude des interactions hôte-pathogène s’effectue principalement à l’aide de modèles de 
cellules humaines en culture in vitro car aucun modèle animal n’a réconcilié les symptômes 
aigus présentés chez l’Homme (Edsall et al. 1960, Bhan et al. 2005). Des études précédentes 
dans notre laboratoire ont mis en évidence des défauts d’interaction chez des mutants de 
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fimbriae produits par génie génétique d’une souche clinique de S. Typhi. Notamment, certains 
de ces mutants démontraient un défaut d’adhésion ou d’invasion de cellules épithéliales 
intestinales. D’autres mutants étaient moins bien phagocytés par des macrophages activés ou 
survivaient moins bien au sein de ces cellules. De plus, cette même étude a détecté 
l’expression de quelques-uns des fimbriae dans des conditions expérimentales standard (David 
2012). 
Avant d’aborder le corps du travail effectué au cours de cette étude, certaines notions doivent 
être introduites pour cerner l’étendue des connaissances actuelles sur la fièvre typhoïde et plus 
encore sur les facteurs de virulence potentiels que sont les fimbriae. Quelques notions 
épidémiologiques de la maladie seront abordées. Nous expliquerons les méthodes de 
prévention et de traitement actuels afin d’en saisir les limites. Nous survolerons l’historique 
évolutif de cette espèce à partir de son ancêtre commun avec E. coli, ce qui donnera un aperçu 
des mécanismes ayant façonné son apparition. Plus près du sujet de recherche de ce travail, 
nous passerons en revue la structure et les fonctions attribuées à des fimbriae d’espèces 
apparentées à S. Typhi. Finalement, certains mécanismes de régulation de l’expression des 
fimbriae seront également discutés. 
Études épidémiologiques des salmonelloses 
 
Le nombre d’infections causées par Salmonella enterica est estimé à plus de 120 millions de 
cas par année et plus de 350 000 morts, toutes souches confondues (Majowicz et al. 2010, 
Buckle et al. 2012). De ce nombre, environ 27 millions de cas et 200 000 morts sont causées 
par des souches typhoïales (sérovars Typhi et Paratyphi principalement), presque 
exclusivement dans des pays où les mesures de contrôle sanitaire de l’eau et de la nourriture 
sont absents ou peu développés, surtout en Asie (Crump et al. 2004). Le dernier rapport 
mondial sur l’incidence des cas de fièvre typhoïdes date de la dernière décennie. On remarque 
que seule l’Europe de l’ouest, l’Australie et l’Amérique du nord sont somme toute épargnées 
par la fièvre typhoïde alors que le sud de l’Asie et les Philippines sont les régions endémiques 
les plus touchées (Figure 1). Ces chiffres démontrent bien l’étendue des problèmes engendrés 
par les salmonelles et la plus grande sévérité des cas de fièvre typhoïde comparé aux cas de 
gastroentérites. De plus, il est important de mentionner que des infections sub-cliniques  
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Figure 1. Distribution géographique de l’incidence des cas de fièvre typhoïde.  
Les taux proviennent d’une méta-analyse compilant 22 articles. Adapté de (Crump et al. 2004) et publiée par 
l’Organisation Mondiale de la Santé. 
 
pourraient contribuer jusqu’à cinq fois le nombre de cas rapportés dans les régions 
endémiques (Mohan et al. 2006). Ces données sont probablement sous-estimées pour cette 
raison. 
Il est intéressant de mettre en contexte l’ampleur des décès causés par la fièvre typhoïde. À 
cette fin, une étude récente a été publiée et répertorie au niveau mondial l’ensemble des causes 
de décès estimé, toutes causes confondues (Figure 2). Bien que la fièvre typhoïde soit loin du 
premier rang, elle est la cause d’environ 1% des fatalités chez la tranche d’âge 15-49 ans au 




Figure 2 : Proportion des décès de toutes les causes de mortalité regroupées par catégories dans la tranche 
d’âge 15-49 ans au niveau mondial.  
MRC1: Maladies rénales chroniques. Adapté de (Lozano et al. 2012). 
 
Afin de comprendre la propagation des cas de salmonelloses, il est important de bien cerner 
les vecteurs de transmission qui y participent. La famille des salmonelles regroupent de 
nombreuses espèces et sous-espèces qui n’engendrent pas toutes des pathologies. Les souches 
pathogènes peuvent se regrouper en trois classes : les salmonelles typhoïdales (ST), les 
salmonelles non-typhoïdales (SNT) et les salmonelles non-typhoïdales invasives (SNTI). 
Deux sérovars sont des représentants classiques des SNT : Typhimurium et Enteritidis. De 
nombreux animaux (oiseaux, reptiles et mammifères) offrent des conditions propices à la 
prolifération et la dissémination de ces sous-espèces (Rabsch et al. 2002). La plupart des 
infections de SNT sont d’origine alimentaire. La plupart des autres cas sont causés par la 
transmission d’humain à humain (Majowicz et al. 2010). Il est intéressant de mentionner que 
certaines infections sont contractées suite à l’exposition à des animaux de compagnie 
reptiliens chez le quart des cas de salmonelloses pédiatriques en Angleterre (Nursing Standard 
2015), ce qui en font des vecteurs non négligeables bien que le public en général soit peu 
éduqué à ce sujet. 
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Une catégorie de salmonelles encore méconnue, surtout présente en Afrique, peut causer une 
septicémie suite à l’invasion de l’épithélium intestinal. Peu de données spécifiques à ces SNTI 
sont disponibles par manque de méthodes de diagnostic. Il est facile de confondre les 
symptômes causés par les SNTI avec d’autres maladies endémiques, de sorte que beaucoup de 
cas doivent être attribués à une pneumonie sévère ou encore à la malaria (MacLennan et 
Levine 2013). Des études suggèrent que la prévalence de ces salmonelles en Afrique se situe 
de 388 à 530 par 100 000 enfants par année (Sigauque et al. 2009, Agnandji et al. 2011). Fait 
intéressant, les souches de SNTI retrouvées chez les animaux de ferme des familles où des cas 
de SNTI ont été déclarés sont distinctes, ce qui suggère que ces salmonelles ne sont pas des 
cas de zoonose. 
Les ST regroupent les sérovars Typhi ainsi que Paratyphi A, B et C qui sont tous responsables 
de la fièvre typhoïde (parfois appelée paratyphoïde dans le dernier cas) (Bhan et al. 2005). Le 
sérovar Sendai a aussi sporadiquement été associé à des cas cliniques ressemblant à la fièvre 
typhoïde et pourrait être inclus dans ce groupe par extension (Gal-Mor et al. 2014). Dans le 
cas des ST, des exemples de vecteurs non humains  (Krogh-Lund 1940, Kauffmann 1941, 
Onyango et al. 2009) ou environnementaux (Rani et al. 2014) ont été décrits mais ne seraient 
pas favorables à la prolifération des ST. Des chimpanzés ont également été expérimentalement 
infectés par S. Typhi et présentent des symptômes comparables aux cas légers chez l’humain 
mais ont dû être inoculés oralement à des doses massives (1011 bactéries) pour devenir 
porteurs (Edsall et al. 1960). À titre comparatif, la dose infectieuse orale chez l’Homme est 
d’environ 105 bactéries. Puisque les cas de fièvre typhoïde acquis par zoonose n’étant à peu 
près pas documentés, aucun réservoir de S. Typhi hormis l’Homme n’est reconnu.  
Les personnes présentant des symptômes cliniques de fièvre entérique sont systématiquement 
contagieuses. De plus, 1 à 6% des personnes infectées par des ST deviennent des porteurs 
chroniques (Vogelsang et Boe 1948, Merselis et al. 1964). Ces porteurs sains peuvent excréter 
des quantités importantes de bactéries dans leur urine et fèces pendant plus d’un an, voir toute 
leur vie, sans pour autant avoir de symptôme ou un historique médical de fièvre entérique 
(Levine et al. 1982).  Mary Mallon, surnommée ‘’Typhoid Mary’’, fut un cas classique 
incontournable de porteuse saine qui vécut au début du 20e siècle aux États-Unis. Une 
minutieuse enquête permis d’associer au moins 22 cas de fièvre typhoïde chez des familles 
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chez qui elle fut cuisinière. Elle est la cause la plus probable d’une éclosion de 3 000 cas à 
New York en 1907. Après une période de confinement de deux ans et de nombreuses 
tentatives de traitements, 120/163 échantillons de selles étaient positifs pour S. Typhi. Elle fut 
mise en isolement et elle  mourut en 1938 d’une toute autre cause, puisqu’elle n’eut jamais 
manifesté de symptôme de fièvre typhoïde (Marineli et al. 2013, Gal-Mor et al. 2014). 
 
Origine phylogénique des salmonelles et de S. Typhi 
 
Une stratégie classique permettant de saisir les particularités d’une espèce est de comparer son 
génome avec d’autres espèces apparentées. L’origine évolutive du genre Salmonella par 
rapport à E. coli est estimée à partir de la variation de séquence moyenne au cours du temps et 
remonte à 100 à 160 millions d’années (Baumler 1997). Depuis, environ 1 000 gènes (~25%) 
auraient été acquis (Porwollik et McClelland 2003). Suivant la même approche de datation, 
l’émergence de S. sérovar Typhi par rapport à S. enterica remonte à 10 000-150 000 ans 
(Kidgell et al. 2002) et pourrait même être plus récente en raison du biais introduit par cette 
approche (Feng et al. 2008). D’autres méthodes d’analyse suggèrent une apparition plus 
antérieure (Figure 3), mais les différentes sources d’information disponibles suggèrent toutes 
que ce pathogène a fait une apparition relativement récente dans l’histoire évolutive.  
La proximité génétique entre les différentes souches de salmonelles est telle que la 
nomenclature les regroupe en deux espèces, S. enterica, comprenant six sous-espèces 
(salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, indica et enterica) et S. bongori. Salmonella 
enterica sérovar Typhi fait partie de la sous-famille enterica. La divergence génétique entre 















Figure 3 : Arbre phylogénique de l’émergence temporelle des sous-espèces de S. enterica.  
Cet arbre est construit par la comparaison de substitutions synonymes de nucléotides dans 2025 gènes partagés. 
Adapté de (Desai et al. 2013). 
Bien que ces sous-espèces soient regroupées, elles forment un groupe très diversifié, 
potentiellement en raison des environnements multiples qu’elles ont su coloniser à travers 
l’évolution. Actuellement, le centre de collaboration de référence et recherche sur les 
salmonelles de l’Organisation Mondiale de la Santé reconnaît 2659 sérovars basés sur la 
classification sérotypique de White-Kauffmann-Le Minor  (Grimont et Weill 2007, Issenhuth-
Jeanjean et al. 2014). Ceci reflète la diversité antigénique des flagelles et des 
lipopolysaccharides (LPS) que l’on retrouve chez les salmonelles et corrèle avec une 
adaptation à certains environnements ainsi qu’avec la pathogénicité de ces sérovars (Wattiau 
et al. 2011). L’adaptation à certains hôtes est également corrélée à l’acquisition ou la perte de 
gènes codant pour des fimbriae, ce qui renforce l’hypothèse selon laquelle ces gènes sont 
important lors des relations hôte-pathogène. 
 
Mécanismes moléculaires évolutifs 
 
La spéciation est intimement liée à l’acquisition de nouvelles fonctions conférant un avantage 
évolutif. Dans le monde bactérien, ces acquisitions se font fréquemment par des échanges 
horizontaux de gènes, c’est-à-dire par transfert de matériel génétique d’espèces en 
cohabitation. Trois mécanismes principaux ont été décrits (Figure 4). 
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D’abord, il a été constaté que les bactéries sont intrinsèquement capables d’acquérir des gènes 
à partir d’ADN libre dans le milieu extracellulaire (Avery et al. 1944). Depuis cette 
découverte, de nombreuses techniques ont été élaborées et peaufinées pour utiliser les 
mécanismes de transformation bactérienne que l’on peut utiliser comme outils en génétique 
















Figure 4 : Mécanismes d’acquisition de matériel génétique par transfert horizontal.  
Adapté de http://antibioticsfor.com/bacterial-mechanisms-of-antibiotic-resistance.phtml 
 
Certaines bactéries, comme les salmonelles et de nombreuses autres entérobactéries, possèdent 
un mécanisme actif de transfert d’ADN appelé conjugaison bactérienne. Cette machinerie de 
transfert a été d’abord décrite comme un fragment d’ADN autonome dénommé facteur F 
pouvant être transféré à une souche bactérienne ne le possédant pas et s’intégrer au génome 
(Lederberg 1947). Occasionnellement, le facteur F peut être excisé à nouveau du chromosome 
de manière imprécise et se retrouver sous forme libre porté par un plasmide. Ainsi, non 
seulement le facteur F peut être partagé entre bactéries, mais également des segments 
10 
génétiques adjacents pouvant coder pour de nouvelles fonctions chez la souche receveuse. Les 
bactéries doivent être à proximité et utiliser un système de sécrétion particulier nommé pili de 
conjugaison (Arutyunov et Frost 2013). Les bactéries peuvent également échanger du matériel 
génétique via un intermédiaire viral, les bactériophages. Ce transfert est nommé transduction 
et a historiquement été étudié chez les salmonelles en premier lieu et a ensuite été décrit avec 
plus de détails (Goodenough et Levine 1974). Le bactériophage laissera une signature 
témoignant de son passage dans le génome de la cellule hôte, ce qui permet de repérer ces 
évènements. Ces trois mécanismes sont reconnus comme les principaux moteurs de 
l’évolution des ST au même titre que d’autres bactéries, bien qu’ils soient particulièrement 
favorisés par la proximité avec bon nombre d’autres organismes résidant dans le tractus 
intestinal de l’hôte (Porwollik et McClelland 2003). Ce ne sont cependant pas les seules 
formes d’adaptation encourues. 
L’analyse des génomes de nombreux sérovars de S. enterica ainsi que ceux d’autres 
pathogènes à hôtes restreints indique que ces espèces subissent graduellement des mutations 
inactivant des gènes ou des opérons entiers, devenant ainsi ce que l’on appelle des 
pseudogènes. Ainsi, approximativement 4% du génome de S. Paratyphi et 5% de celui de S. 
Typhi est constitué de séquences inactivées par des séquences d’insertion de transposons, de 
gènes ou de fragments génétiques viraux ou encore par des mutations spontanées. Certains de 
ces pseudogènes sont partagés entre  S. Typhi et S. Paratyphi, soit parce qu’ils ont été acquis 
par un ancêtre commun, ou suite à des recombinaisons inter-espèce ou encore acquis 
indépendamment (Figure 5).  
 
Figure 5 : Distribution des pseudogènes acquis par S. Typhi et S. Paratyphi A.  
Adapté de (Holt et al. 2009). 
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À titre de comparaison, moins de 1% des gènes sont inactivés par les mêmes processus chez S. 
Typhimurium (Deng et al. 2003, Holt et al. 2009). La perte de fonction de ces gènes suggère 
qu’ils sont des candidats potentiels pour expliquer la perte de capacité infectieuse des ST chez 
des hôtes non-humains. Par exemple, la perte de gtgE chez S. Typhi le rend incapable de se 
répliquer dans des macrophages murins, bien que cette seule différence ne soit pas suffisante 
pour expliquer la restriction d’hôtes subie par les ST (Spano et al. 2011). 
L’hypothèse la plus soutenue expliquant l’accumulation de pseudogènes est que des gènes 
servant à infecter d’autres hôtes ou à survivre dans l’environnement sont perdus puisqu’ils ne 
confèreraient plus d’avantage pour la bactérie (Holt et al. 2009). C’est en quelque sorte un 
élagage du matériel superflu. Ce phénomène est observé chez de nombreuses autres espèces 
adaptées à l’Homme, telles Yersinia pestis, Shigella flexneri et Mycobaterium leprae (Wei et 
al. 2003, Wren 2003, Singh et Cole 2011). L’accumulation de pseudogènes n’est cependant 
pas exclusive aux pathogènes restreint aux humains, mais est plutôt associé à une adaptation à 
un environnement particulier. Par exemple, on observe une telle accumulation chez un autre 
sérovar de salmonelle, S. Gallinarum, qui n’infecte que la volaille ou encore chez Buchnera 
aphidicola, une espèce proche d’E. coli qui ne survit que dans un organe spécialisé chez les 
pucerons (Shigenobu et al. 2000, Feng et al. 2013).  
Il n’est pas clair que l’annotation actuelle du génome représente fidèlement l’inactivation d’un 
gène. En effet, les mutations de type décalage du cadre de lecture et non-sens, décrivant 
respectivement un changement du cadre de lecture et un codon d’arrêt prématuré, peuvent tout 
de même donner naissance à des protéines. Dans le premier cas, le ribosome peut glisser sur 
l’ARN messager et continuer la synthèse du peptide malgré tout. Dans le second cas, il est 
possible que le ribosome incorpore plutôt un acide aminé modifié comme la sélénocystéine ou 
la pyrrolysine (Farabaugh 1996, Gesteland et Atkins 1996). Une étude protéomique a 
démontré l’existence de peptides spécifiquement produits par des régions annotées comme 
pseudogènes chez S. Typhi, Typhimurium et Cholerasuis (Feng et al. 2012). Bien que seule 
une faible proportion de peptides issus de pseudogènes putatifs aient été détectés dans cette 
étude, une seule condition de culture a été utilisée alors qu’il est reconnu que de nombreux 
gènes sont seulement exprimés à l’intérieur de macrophages ou encore lorsqu’exposés à 
d’autres conditions (Faucher et al. 2006). Il est donc possible que des rôles puissent être 
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associés à des séquences actuellement annotées comme pseudogènes et que cela contribue à 
notre compréhension de la dynamique évolutive chez le genre Salmonella. 
 
Traitements actuels et en développement contre la fièvre typhoïde 
 
La pression sélective exercée par l’utilisation d’antibiotiques pour le traitement de la fièvre 
typhoïde a graduellement forcé l’émergence de souches résistantes. La distribution 
géographique de la résistance des souches de S. Typhi est illustrée dans la figure 6. Dans les 
régions endémiques, la résistance aux antibiotiques de première ligne (tétracycline, 
chloramphénicol, ampicilline) est commune, rendant ces antibiotiques inutilisables (Wang et 
al. 2014).  Des mécanismes de résistance aux fluoroquinolones suite à des mutations 
ponctuelles des cibles ont été décrits et rendent l’utilisation de ce traitement de moins en 
moins efficace (Gaind et al. 2006, Turner et al. 2006). Cet antibiotique est utilisé comme 
agent de première ligne dans les pays du sud de l’Asie. 
 
Figure 6 : Distribution géographique de la résistance aux antibiotiques couramment utilisés dans le 
traitement de la fièvre typhoïde.  
Adapté de (Wain et al. 2014). 
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Le traitement des souches multi-résistantes s’effectue dorénavant avec des antibiotiques de la 
famille des céphalosporines dans plusieurs pays où le taux de résistance aux fluoroquinolones 
est élevé, dont l’Inde et le Pakistan (Effa et Bukirwa 2011). Plusieurs années se sont écoulées 
depuis l’utilisation répandue des céphalosporines dans les pays en développement où les suivis 
de médication et le dépistage systématique de la résistance aux antibiotiques sont souvent 
insuffisamment contrôlées et des souches multi-résistantes à cette famille d’antibiotique 
mènent à des échecs de traitements. L’azithromycine est donc utilisée dans les cas où ces 
derniers ne sont pas efficaces (Harish et Menezes 2015). Malgré son utilisation limitée, une 
récente étude met en évidence la dissémination de souches résistantes à l’azithromycine (63% 
des isolats) dans l’ouest de l’Inde (Vala et al. 2014). Les carbapénèmes et la tigécycline 
constituent actuellement des antibiotiques de derniers recours dans le traitement des ST 
(Capoor et al. 2009, Harish et Menezes 2015). Jusqu’à présent, les données disponibles 
indiquent un très faible taux d’échec de ces traitements, mais d’autres groupes 
d’entérobactéries démontrent une résistance accrue à ces antibiotiques, ce qui augmente 
considérablement les risques d’émergence de souches actuellement non traitables suite à un 
transfert génétique horizontal (Jean et Hsueh 2011). 
L’élaboration de nouveaux antibiotiques peut se dérouler en cherchant de nouvelles molécules 
agissant sur les mêmes cibles que d’autres déjà connues mais possédant des structures assez 
différentes pour déjouer les différents mécanismes de résistance. C’est généralement ainsi que 
la nomenclature des générations de l’une ou l’autre des familles d’antibiotiques évolue dans le 
temps. La découverte de nouvelles cibles est habituellement un avancement plus significatif, 
ouvrant des possibilités accrues de traitement efficaces par absence de résistance préétablie 
(Xu et al. 2014). Parmi les cibles intéressantes, on dénote des composants de la paroi 
bactérienne, des sous-unités ribosomales, des enzymes de synthèse pour des voies 
métaboliques absentes chez l’humain, des systèmes de sécrétion à deux composantes, des 
ARN de transfert, des adhésines et même des messagers des systèmes de quorum sensing 
(Chopra et Reader 2014, Rao et al. 2014, Tang et Zhang 2014). Un récent article de revue 
couvre les grands axes de développement dans la lutte à la résistance aux antibiotiques 
(Tillotson et Theriault 2013). 
14 
En raison de le l’intérêt économique du développement de médicaments, il y a raisons de 
croire que le développement d’antibiotiques à large spectre soit plus attrayant que 
l’élaboration d’antibiotiques ciblant un petit groupe de pathogènes. Cependant, la résistance à 
un antibiotique à large spectre peut être partagée entre plusieurs espèces, rendant son 
utilisation peu efficace contre un grand nombre de pathogènes. La découverte de nouvelles 
cibles importantes dans la progression d’une pathologie particulière et la capacité grandissante 
des plateformes de criblage de petites molécules inhibitrices de manière automatisées et à haut 
débit ont le potentiel de pallier à ce problème, notamment en augmentant la capacité de 
prévoir les propriétés pharmacologiques (Wang et Hou 2015), en raffinant l’élaboration des 
librairies de petites molécules chimiques (Foster et al. 2015) ou en combinant et optimisant 
plusieurs approches phénotypiques (Manjunatha et Smith 2014). L’accélération dans le 
développement d’anticorps monoclonaux (Razinkov et al. 2015) pourrait également faciliter la 
livraison de médicaments à des cellules cibles infectées (Niwa et Satoh 2015) ou ciblant 
directement les bactéries de par leurs profil antigénique très distinct (Dadachova et Casadevall 
2006, 2014). Ces avancées technologiques, couplées à d’autres avancées dans la modélisation 
et l’exploitation de données in silico, ont le potentiel de permettre de réagir à une nouvelle 
éclosion de manière très spécifique et en délai réduit par rapport aux approches classiques. Les 
peptides antimicrobiens AMP72, AMP126 et AMP2041 sont des exemples prometteurs issus 
d’analyses in silico et démontrent une efficacité bactéricide à large spectre et à faible 
concentration tout en possédant une faible activité cytolytique sur les cellules humaines 
(Romani et al. 2013). Une revue plus exhaustive des avancées en recherche de peptides 
antimicrobiens discute des limites générales de leur utilisation, soient leur susceptibilité aux 
protéases, leur toxicité potentielle et leur fort coût de production (Mendez-Samperio 2014). 
L’utilisation d’analyses in silico est également en cours pour trouver des inhibiteurs du 
régulon PhoP, élément clé pour la survie intracellulaire de S. Typhi (Kaur et al. 2015). 
L’utilisation de librairies de phages exprimant des peptides capsulaires exogènes permet le 
criblage à large échelle de l’interaction de ces peptides avec des cellules cibles entières. 
Plusieurs groupes de recherche ont d’ailleurs découvert des peptides possédant des propriétés 
bactéricides chez Escherichia coli  et Pseudomonas aeruginosa (Sainath Rao et al. 2013), 
Campylobacter jejuni (Bishop-Hurley et al. 2010),  Bacillus subtilis (Knurr et al. 2003) ainsi 
que Haemophilius influenzae (Bishop-Hurley et al. 2005). Une autre stratégie est de contrer 
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des éléments clé de la pathogenèse tout en conservant l’intégrité et la viabilité des pathogènes. 
Des inhibiteurs de formation de biofilms qui empêche la colonisation et l’organisation des 
bactéries en communauté organisées, commencent à être explorés (Lo et al. 2014) ainsi que 
des inhibiteurs de FimH, une adhésine essentielle à l’attachement initial des E. coli 
uropathogéniques (Abgottspon et Ernst 2012). 
 
La pathogenèse des salmonelles 
 
Nous avons déjà distingué sommairement trois groupes de salmonelles présentant au niveau 
clinique des symptômes particuliers : les SNT, les ST et les SNTI. Tous ces pathogènes sont 
susceptibles d’être transmis par la voie orale-fécale, le plus souvent suite à l’ingestion d’eau 
ou de nourriture contaminée ou encore par contact direct avec un porteur. Ils possèdent des 
mécanismes leurs permettant de survivre au pH acide de l’estomac ce qui leur permet 
d’atteindre le tractus intestinal.  
Les ST et les SNT partagent plusieurs mécanismes d’adhésion et d’invasion de la muqueuse 
intestinale. Une partie de la machinerie requise se situe sur l’ilot de pathogénicité 1 (SPI-1), 
conservé chez salmonelles (Ochman et Groisman 1996). L’expression des gènes de cet ilot est 
induite par contact avec l’épithélium intestinal, ce qui déclenche l’assemblage d’un système de 
sécrétion spécialisé de type III (SST3), permettant d’injecter directement dans les cellules de 
l’hôte des effecteurs (Galan 2001, Mueller et al. 2008). De nombreux rôles ont été décrits pour 
ces effecteurs, dont le remodelage du cytosquelette d’actine par SopE/E2, SipA ou SipC et 
l’activation de Rho GTPase par SopB (Patel et Galan 2005). La motilité est également l’un des 
facteurs augmentant le succès invasif de S. Typhi (Liu et al. 1988), le plus probablement en 
augmentant la probabilité de rencontrer le tissus de l’hôte. Toute cette machinerie est finement 
régulée dans le temps et dans l’espace, ce qui permet globalement de pénétrer la barrière 
intestinale. Cependant, alors que les SNT y restent généralement confinées, causant une 
inflammation locale induisant une gastroentérite, les infections par les ST n’engendrent que 
peu d’inflammation localisée à l’intestin lors des stades précoces de la maladie. Cliniquement, 
ceci a pour conséquence d’observer l’apparition de symptômes dans un court délai, de l’ordre 
de 24 heures, suite à l’ingestion des souches de SNT, alors que l’infection passe généralement 
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inaperçue dans les premières deux semaines d’incubation chez les ST (Glynn et Palmer 1992, 
Wangdi et al. 2012). À noter que les patients infectés par SNTI présentent la plupart des 
symptômes ressemblant aux infections par des ST et que des symptômes gastro-intestinaux 
sont rarement présents.  
Les ST minimisent les réactions immunitaires de l’hôte à l’aide de plusieurs mécanismes. 
L’une des adaptations importante de S. Typhi est l’acquisition du locus viaB conférant la 
capacité de synthèse d’une capsule de polysaccharides Vi. La présence de cette capsule est 
associée à une réduction de l’expression de cytokines pro-inflammatoires (IL-22, TNF-α, IL-6, 
INF-γ, MIP-1/2, IL-8) via plusieurs mécanismes, dont la réduction de l’expression de la 
flagelline par le régulateur TviA (Raffatellu et al. 2007, Winter et al. 2008, Haneda et al. 
2009). 
La perte de la capacité de produire une très longue chaîne de l’antigène O suite à l’inactivation 
du régulateur FepE responsable de sa synthèse contribue également à l’efficacité de 
camouflage de la capsule Vi. Alors que l’introduction d’une mutation dans fepE chez S. 
Typhimurium n’a pas de conséquence sur l’expression de cytokines pro-inflammatoires dans 
un modèle de colite murine, une telle réduction est observée lorsque la capsule Vi est co-
exprimée. Cette réduction de l’exposition de la partie externe du LPS diminue également la 
capacité opsonisante du complément in vitro (Crawford et al. 2013). Cette propriété a pour 
effet de diminuer l’attraction des neutrophiles in vitro et in vivo, attirés par le C5a, l’un des 
produits solubles dérivés de la cascade du complément (Wangdi et al. 2014). 
La réponse immunitaire de l’hôte étant en grande partie abrogée, l’invasion intestinale par les 
salmonelles est suivie d’un passage du côté basal de l’épithélium selon plusieurs mécanismes 
potentiels. Tout d’abord, les salmonelles pourraient exploiter la fonction des cellules M des 
plaques de Peyer. Ces cellules ont pour fonction d’endocyter le matériel du lumen intestinal 
afin d’en dégrader le contenu et de présenter un répertoire de peptides à des macrophages du 
côté basal de l’épithélium (Jones et al. 1994, Kucharzik et al. 2000). L’internalisation forcée 
des salmonelles par les cellules M a également été démontrée et s’effectue par le mécanisme 
d’invasion par restructuration du cytosquelette d’actine décrit ci-haut. Une fois internalisé,  
tant S. Typhi que S. Typhimurium causent la mort cellulaire, ouvrant ainsi une brèche dans 
l’épithélium, ce qui permet à plus de bactéries de pénétrer (Kohbata et al. 1986, Jones et al. 
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1994). De plus, il a été démontré que S. Typhimurium peut être capturé directement dans le 
lumen intestinal par les cellules dendritiques (Rescigno et al. 2001). Un récepteur important, 
l’intégrine β2 (ou CD18), est requis pour cette transmigration et ainsi la bactérie peut être 
disséminée de manière systémique dans un modèle murin (Vazquez-Torres et al. 1999). 
Les salmonelles possèdent également des mécanismes de persistance dans les macrophages, 
cellule hôte classique permettant la dissémination systémique précoce. Le succès d’une 
infection est d’ailleurs dépendant de la capacité de ces dernières à modifier leur 
microenvironnement et de survivre et se répliquer dans des vésicules (VCS) (Fields et al. 
1986, Figueira et Holden 2012). Ce réarrangement est médié par un second SST3 situé sur 
l’ilot de pathogénicité 2 (SPI-2), conservé chez S. enterica mais absent de S. bongori (Ochman 
et Groisman 1996). L’expression des gènes de cet ilot est induit par une faible concentration 
en ions phosphate et magnésium ainsi qu’un pH acide. Une récente étude a démontré par 
observation directe que la résistance de S. Typhimurium aux espèces réactives azotées et 
oxygénées au sein d’un macrophage est conférée par le SST3 de SPI-2 et que les VCS doivent 
demeurer intacts, sans quoi les salmonelles sont détruites (Heijden et al. 2015). 
Une récente étude a également mis en évidence la fonction d’une toxine produite par S. Typhi. 
Cette toxine serait responsable de plusieurs des symptômes cliniques rencontrés (léthargie, 
stupeur et malaise) et contribuerait à atténuer les défenses immunitaires de l’hôte. La 
spécificité d’hôte de S. Typhi serait, au moins en partie, due à une glycosylation particulière 
des protéines de cellules humaines par l’acide N-glycolylneuraminique, absent chez la plupart 
des autres espèces animales (Deng et al. 2014). 
La dissémination et prolifération systémique dans le système réticulo-endothélial (rate, foie, 
ganglions…) se poursuit pendant les premiers jours de l’infection, jusqu’à ce que des bactéries 
échappent aux macrophages et circulent librement dans le sang. C’est à cette étape que les 
symptômes cliniques de fièvre, fibrillation cardiaque et encéphalopathie apparaissent (House 
et al. 2001, Parry et al. 2002). Les ST peuvent également se loger au niveau de la vésicule 
biliaire et être relâchés dans l’intestin, où cette fois elles pourront causer des perforations 
intestinales (Dougan et Baker 2014). Des biofilms ont été observés sur les parois épithéliales 
de la vésicule biliaire ainsi que sur les calculs biliaires. Ces biofilms contribuent à la 
persistance des ST dans l’organisme (Gonzalez-Escobedo et Gunn 2013). 
18 
Méthodes de prévention actuelles 
 
La prévention de la fièvre typhoïde par l’implantation de mesures sanitaires publiques, telles 
des systèmes d’aqueduc, d’égouts et de contrôle alimentaire, jouent un rôle primordial dans le 
contrôle de cette maladie (Brachman et Abrutyn 2009). Néanmoins, d’autres stratégies 
complémentaires ont émergées puisque les mesures sanitaires sont insuffisantes dans de 
nombreux pays. 
Les premiers vaccins, introduits dès 1896, utilisaient des bactéries inactivées par différentes 
méthodes (chaleur, alcool, acétone ou phénol) et conféraient une protection appréciable de 
73% sur trois ans. Cependant, une grande proportion (9-34%) de vaccinés montraient des 
symptômes systémiques de sévérité modérée et ces vaccins furent uniquement en usage chez 
le personnel militaire. Par conséquent, ces derniers ne furent jamais utilisés massivement 
comme mesure de santé publique (Fraser et al. 2007). Par conséquent, d’autres vaccins ont été 
développés. À l’heure actuelle, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) licencie deux 
vaccins; Ty21a (souche atténuée; Vivotif) ainsi qu’un vaccin préparé à partir de la capsule Vi 
de cette première souche (Typhim Vi ou Typherix) (World Health Organisation 2014). Le 
vaccin Ty21a confère une protection combinée sur une durée de cinq ans de 67 à 89% (Fraser 
et al. 2007). Ce vaccin oral induit rarement plus que des symptômes bénins, mais doit être 
conservé réfrigéré et être assidument consommé à jeun en quatre doses administrées un jour 
sur deux, ce qui le rend difficile de distribution dans les pays endémiques (U. S. Food and 
Drug Administration 2013). Les vaccins basés sur la capsule Vi de Ty21a démontrent une 
efficacité de protection moindre, de 50 à 81%, s’étendant à trois ans etchutant rapidement par 
la suite.  Ils nécessitent également la réfrigération pour leur distribution, de même qu’une 
injection parentérale (Fraser et al. 2007, U. S. Food and Drug Administration 2014). Aucun de 
ces vaccins n’a démontré d’efficacité à contrôler les éclosions de fièvre typhoïde d’origine 
courante (Center for Disease Control 1994). Un autre vaccin ayant démontré une efficacité 
intéressante (76-97%) est composé d’un conjugué toxoïde de l’exoprotéine A de P. 
aeruginosa et de la capsule Vi. Ce vaccin a des effets secondaires similaires aux deux 
premiers mais a encore besoin d’être conservé réfrigéré et, comme tous les autres vaccins 
contre S. Typhi, ne peut être administré aux jeunes enfants (Thiem et al. 2011). Un autre 
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vaccin utilisant les propriétés immunogéniques de protéines de la membrane externe (OmpC, 
OmpF et OmpA) est actuellement à l’étude chez la souris. La production d’anticorps 
spécifiques est fortement induite, mais l’utilisation de protéines dénaturées ne semble pas 
procurer d’immunité protectrice (Toobak et al. 2013). D’autres études seront nécessaires afin 
de déterminer le potentiel immunogénique protecteur de ces protéines. Jusqu’à présent, aucun 
des vaccins disponibles n’est facilement utilisable au sein des populations des régions 
endémiques. 
Plusieurs méthodes diagnostiques ont été développées pour le dépistage des cas de fièvre 
typhoïde. La méthode standard de diagnostic consiste à prélever un échantillon de sang ou de 
moelle osseuse suivit de cultures microbiennes. Les deux avantages principaux de cette 
méthode est sa sélectivité inégalée et la possibilité de déterminer la sensibilité aux 
antibiotiques de la souche. Cette méthode a cependant de nombreux inconvénients. Elle 
demande un accès à un laboratoire d’analyse, prend plusieurs jours à effectuer et sa sensibilité 
est relativement basse (40-60% pour le sang) en raison de la présence transitoire et peu 
nombreuse des bactéries dans ce site. Les prélèvements de moelle osseuse se révèlent 
généralement plus sensibles (autour de 80%) mais invasifs, douloureux et exposent le patient à 
des risques supplémentaires (Parry et al. 2011). La combinaison de cultures de sang, fèces, 
moelle osseuse et frottis rectal procure une sensibilité combinée de 98%, démontrant la 
robustesse de cette méthode malgré ses inconvénients (Hoffman et al. 1984). 
Les tests sérologiques ont les avantages d’être utilisables rapidement et avec peu ou sans 
équipement élaborés. Historiquement, le test élaboré par Georges-Fernand Widal met en 
évidence l’agglutination d’une suspension bactérienne de S. Typhi ou de S. Paratyphi causée 
par le sérum du patient à tester. Ce test est cependant peu fiable en raison de la réactivité 
croisée avec d’autres pathogènes souvent rencontrés dans les mêmes régions (autres sérovars 
de salmonelles ou malaria principalement). Il ne permet pas non plus la caractérisation de la 
susceptibilité de la souche aux antibiotiques (Zorgani et Ziglam 2014). Malgré la facilité à 
effectuer le test de Widal, d’autres alternatives ont donc dû être développées. Toute une 
panoplie d’anticorps monoclonaux, la plupart dirigés contre la capsule Vi, le 
lipopolysaccharide O9 ou l’antigène flagellaire Hd, permettent une sensibilité appréciable 
mais leur spécificité est souvent discutable, selon les pathogènes antigéniquement apparentés 
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dans les régions dans lesquelles les tests sont effectués. Certains des tests sérologiques ont été 
adaptés pour accommoder des échantillons nécessitant peu de préparation afin d’être utilisés 
sur le terrain. Cet avantage à part, ils souffrent sommairement des mêmes limitations que les 
autres tests sérologique (Parry et al. 2011). Ces tests de première ligne sont essentiels au 
traitement des patients des régions endémiques où l’accès aux meilleurs soins médicaux 
disponibles est limitée ou inexistante. 
Afin d’augmenter la spécificité discutable des techniques mentionnées plus tôt, les techniques 
d’amplification de séquences de nucléotides à partir de divers échantillons biologiques ont été 
élaborés et permettent d’obtenir une spécificité de 100%. Les PCR sont également des tests 
rapides à effectuer. Cependant, la nature transitoire de la présence des ST dans les sites de 
prélèvement limite une fois de plus la sensibilité de ces tests, variant de 38% à près de 100% 
selon les études (Nizami et al. 2006, Nga et al. 2010). Le raffinement des techniques par PCR 
par un meilleur choix de cible, fliC et plus récemment iroB, ainsi que par l’enrichissement 
d’échantillon de sang avec une courte période de pré-culture a démontré une sensibilité et une 
spécificité de respectivement 97% et 93% (Ganesan et al. 2014). Il reste difficile d’extrapoler 
les résultats auxquels on pourrait s’attendre lors de dépistages à grande échelle et dans des 
populations différentes sans d’autres études complémentaires. Il serait surprenant que la 
sensibilité dépasse celle de la culture directe des microorganismes mais elle est néanmoins 
largement plus rapide (Parry et al. 2011). L’amplification isothermale de séquences d’ADN 
facilitée par boucle offre un outil ne nécessitant pas de thermocycleur et requiert un 
équipement de laboratoire limité, ce qui a le potentiel de faciliter le diagnostic dans les pays en 
développement (Ravan et Yazdanparast 2013). Finalement, une technique expérimentale 
d’identification basée sur la spectrométrie de masse est en mesure de discerner les différents 
sérovars en peu de temps, mais n’est pas actuellement employée sur une base clinique, tant en 
raison d’un manque de standardisation que par le coût engendré par l’équipement (McFarland 
et al. 2014). 
Un bémol important est à mentionner pour toutes les techniques actuelles puisque la détection 
de la présence du microorganisme pathogène ne signifie pas directement que la pathologie 
observée y soit associée, puisque la proportion de porteurs de S. Typhi ou Paratyphi peut 
s’élever à une proportion non négligeable (17% rapporté) sans que des symptômes cliniques 
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soient apparents (Pratap et al. 2014) ce qui rend difficile le choix de traitement lors d’un cas 
clinique, comme expliqué dans la section traitant de la pathogenèse. 
 
Filaments extracellulaires de type fimbriae et pili 
 
De nombreux facteurs de virulence ont été identifiés chez les salmonelles. Nous nous 
attarderons uniquement aux fimbriae dans le cadre de cette étude. L’étude des fimbriae ont 
débuté seulement suite au développement des techniques de microscopie électronique 
permettant l’observation directe de bactéries à haute résolution au tournant des années 1950 
chez E. coli (Anderson 1949, Houwink et Iterson 1950). À cette époque, la microscopie 
électronique était considérée comme l’unique outil permettant la caractérisation des fimbriae 













Figure 7 : Première observation directe de la présence de fimbriae chez E. coli 
Première observation directe du fimbriae de type I (flèche noire) chez E. coli de structure distincte aux flagelles 
(flèche blanche). Adapté de Houwink et Iterson 1950 avec permission. 
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Encore aujourd’hui, il s’agit de la seule manière d’observer directement des structures si fines, 
permettant même d’observer l’extrémité d’un fimbriae au point d’en distinguer l’embout 
adhésif (Figure 8A). Les techniques de microscopie électronique permettent également de 
visualiser l’interaction des bactéries avec une matrice solide, comme par exemple la formation 
de biofilms sur des calculs rénaux (Figure 8B). 
 
Figure 8 : Observation directe des fimbriae par microscopie électronique. 
A) Observation de l’adhésine à l’extrémité d’un fimbriae de type I chez E. coli qui démontre sa structure 
composite. Adapté de (Schilling et al. 2001) B) Culture de S. Typhimurium en présence de calculs biliaires. On 
observe des structures filamenteuses rattachant les bactéries aux fragments de calculs biliaires adapté de (Prouty 
et al. 2002). 
 
De nombreuses observations ont confirmé la présence de ces longs filaments extracellulaires 
chez d’autres genres d’entérobactéries, telles Klebsiella, Proteus, Shigella, Salmonella, 
Citrobacter et Yersinia (Duguid 1959, Coetzee et Pernet 1962, Vassiliadis et al. 1966, Duguid 
et Campbell 1969, Baturo et al. 1971, Galyov et al. 1991). Les entérobactéries ne sont pas les 
seules à posséder des fimbriae. En effet, divers groupes de recherche ont observé ces 
structures chez d’autres groupes de bactéries Gram-négatives telles Haemophilus influenzae, 
Bordetella pertussis, Porphiromonas gingivalis et Pseudomonas aeruginosa  (Stull et al. 1984, 
Steven et al. 1986, Vallet et al. 2001, Nadkarni et al. 2014). Des structures similaires au 
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niveau fonctionnel mais possédant une structure sensiblement différentes sont également 
présentes chez de nombreuses bactéries Gram-positives telles Enterococus faecalis, 
Corynebacterium diphteriae, Actinomyces naeslundii ainsi que plusieurs espèces de 
Streptococcus (Hendrickx et al. 2011). 
Pour les décrire, le terme pili est largement répandu dans la littérature, même s’ils sont 
différents de leur contrepartie chez les bactéries Gram-négatives (Danne et Dramsi 2012). 
Bien que de nombreuses autres adhésines non-fimbriaires aient été décrites, il semble que ces 
longues projection extracellulaires jouent des rôles particuliers et avantageux à une panoplie 
de bactéries colonisant divers tissus, chez les mammifères, les oiseaux, les reptiles, les 
nématodes, ou même les plantes (Korhonen et al. 1983, Snyder et al. 2011, Kudirkiene et al. 
2014). La structure spatiale des protéines des fimbriae de type I a été déterminée des années 
plus tard permettant de mieux modéliser la surface d’interaction entre les récepteurs cibles et 
l’adhésine et a contribué au design d’inhibiteurs d’adhésion (Hahn et al. 2002, Pinkner et al. 
2006). Ce n’est qu’au début des années 1980 que les gènes codant pour un fimbria de type I 
furent identifiés puis leur organisation génétique décortiquée chez une souche 
uropathogénique d’E. coli (Hull et al. 1981, Clegg et Pierce 1983, Freitag et Eisenstein 1983). 
Les premiers séquençages des gènes responsables de la biosynthèse des fimbriae de type I 
chez plusieurs souches d’E. coli ont démontré une homologie remarquable, malgré une 
absence de déterminants antigéniques ou de spécificité de ligands communs (Klemm 1981, 
1982, Baga et al. 1984, Klemm 1984). La classification actuelle des fimbriae est basée sur ces 
trois caractéristiques, soient leur structure tridimensionnelle, leur spécificité de ligands ainsi 
que leur phylogénie basée sur l’homologie de séquence (Nuccio et Baumler 2007, Fronzes et 
al. 2008). Plusieurs familles de filaments extracellulaires ont été décrits à ce jour : les pili de 
conjugaison (F) (Lawley et al. 2003), les pili de type IV généralement associés à la sécrétion 
de toxines ou encore rapportés comme inducteur de twitching motility (Burrows 2012, 
Melville et Craig 2013), les fimbriae assemblés à l’aide d’un mécanisme de 
nucléation/précipitation souvent appelés curli (Evans et Chapman 2014) et finalement les 
Fimbriae assemblés à l’aide de Chaperones périplasmiques et d’un Placier membranaire (FCP) 
(Geibel et Waksman 2014). Cette dernière famille contient les fimbriae de type I à l’étude 
depuis les années 1950 et regroupe de loin le plus grand nombre de membres connus et leurs 
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rôles et synthèses sont mieux documentés à l’heure actuelle. La dernière analyse systématique 
des FCP recensait 189 systèmes différents sur la base du placier (seule protéine unique voir 
section sur la structure et l’assemblage des FCP) qui ont été classés en 6 clades (α, β, γ, κ, π et 
σ) subdivisés en plusieurs sous-clades (Nuccio et Baumler 2007). Cependant, cette analyse ne 
tient pas compte des très nombreux projets de séquençage et aurait besoin d’être mise à jour. 
En recherchant le même motif protéique unique et conservé chez les placiers des FCP que 
dans cette dernière étude (PFAM00577), le recensement actuel dénombre plus de 12000 
séquences. Elles sont principalement retrouvées chez les γ-protéobactéries dont plus de 11 000 
séquences chez les entérobactéries ainsi que chez les pseudomonadales, xanthomonadales, 
pasteurellales, aeromonales, vibriomonales et également au sein des β-protéobactéries (près de 
700 séquences) et de quelques-unes chez les α-protéobactéries (14 séquences) (Marchler-
Bauer et al. 2015). La distribution de ces séquences est potentiellement biaisée par les intérêts 
de recherche des projets de séquençage effectués et il est fort possible que l’on retrouve un 
grand nombre de FCP dans des groupes de bactéries jusqu’à présent peu étudiés en ce sens, 
mais il est évident que les fimbriae sont des structures possédant un large éventail de fonctions 
essentielles et/ou conférant un avantage adaptatif majeur au cours de l’évolution des espèces 
bactériennes. 
En s’attardant uniquement aux salmonelles, il est possible de dresser un portrait évolutif des 
différents sérovars par rapport à l’acquisition ou la perte des FCP. Au moins 35 différents 
fimbriae ont été séquencés chez les salmonelles, tous sérovars confondus. Ils ont été distribués 
en cinq clades en fonction de leur homologie de séquence (Figure 9). Les douze FCP retrouvés 
chez S. Typhi se retrouvent quant à eux dans les clades α (tcf), π (std, ste), et γ (stc, sta, stb, 
saf, sef, bcf, fim, stg, sth). Cet arbre phylogénique permet d’apprécier la diversité retrouvée 
chez les FCP. 
Un haut niveau de variations alléliques, particulièrement au niveau de l’adhésine du fimbria de 
type I (fimH) ainsi que de nombreux évènements d’acquisition et de perte d’autres FCP 
suggèrent que ces structures jouent un rôle évolutif majeur pour l’adaptation des salmonelles 




































Figure 9 : Arbre phylogénique des 35 types de FCP retrouvés chez les salmonelles.  
Cet arbre a été généré à partir de 950 protéines de type placier retrouvés chez 90 génomes. Les chiffres aux 
embranchements représentent le pourcentage d’homologie de séquence. L’échelle représente le nombre de 
substitutions par acide aminé. Les FCP encadrés en brun sont retrouvés chez S. Typhi. Adapté de (Yue et al. 
2012). 
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Rôles des fimbriae 
 
La capacité d’adhésion à différents récepteurs a été associée aux fimbriae et constitue leur 
fonction la plus connue. La première observation fonctionelle des fimbriae a été faite chez E. 
coli et consistait à l’hémagglutination d’érythrocytes (Duguid et al. 1955). Cette étude a 
également documenté l’inhibition de l’hémagglutination par le D-mannose de certains des 
fimbriae (actuellement classés de type I). Cet inhibiteur fonctionne par compétition avec les 
récepteurs mannosylés, mais était incapable d’inhiber l’hémagglutination causée par d’autres 
fimbriae. Ce fut le premier indice suggérant que les ligands des fimbriae étaient divers. Il se 
trouve que le ligand de l’adhésine de ce fimbriae est un résidu glycosylé de divers épithéliums 
retrouvé chez plusieurs espèces animales (Sathyamoorthy et al. 1991, Xie et al. 2006). Dans 
cet exemple, FimH a été identifié comme l’adhésine du fimbria de type I d’E. coli et s’attache 
à certains récepteurs cellulaire glycosylés avec un motif Man6GlcNAc2 et Man9GlcNAc2 
(Firon et al. 1983). Un autre exemple est l’adhésine PapG d’E. coli liant les Galα-1,4-Galβ des 
glycosphingolipides des cellules épithéliales rénales (Stromberg et al. 1990). La flexibilité 
mécanique de ce fimbria a été évaluée afin de mieux comprendre comment ces bactéries 
résistaient au flot urinaire de cet environnement. La structure de Pap peut s’étirer de 6 à 9 fois 
sa longueur avant de se rompre, démontrant à quel point cette structure peut être flexible et 
permettre une adhésion stable malgré un stress mécanique (Jass et al. 2004). Cette étude ainsi 
que d’autres ont démontré que l’attachement aux tissus de l’hôte constitue une étape 
essentielle dans la pathogenèse de nombreuses bactéries (Pratt et Kolter 1998, Nielubowicz et 
Mobley 2010, Watts et al. 2012). 
Les fimbriae discutés ci-haut font partis des FCP. Ces derniers constituent le groupe le plus 
diversifié de structures filamenteuses non flagellaires connu à ce jour, loin en avant des curli 
ou des pili de type IV. La majeure partie des connaissances sur les FCP est dérivée des études 
effectuées sur fim et pap faisant parti des clades γ et π respectivement (Busch et Waksman 
2012). Bien qu’ils partagent le même mécanisme d’assemblage, l’adhésine de chaque FCP est 
unique. Différents ligands ont été identifiés pour toute une variété d’adhésines fimbriaires et 
des techniques de criblage in vitro de ces cibles ont été élaborées pour faciliter leur découverte 
et ont entre autre été utilisées pour étudier plusieurs adhésines chez les entérobactéries (Day et 
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al. 2009, Wurpel et al. 2014). Les ligands sont habituellement des protéines possédant un 
patron de glycosylation bien particulier conférant leur spécificité (Krogfelt et al. 1990, Kuehn 
et al. 1992). De plus, il a été constaté que les fimbriae ne sont pas tous exprimés au même 
moment et possèdent des affinités pour plusieurs récepteurs distincts pouvant être rencontrés 
au cours d’une infection (Felek et al. 2011, Korea et al. 2011). 
Le répertoire de fimbriae chez une souche bactérienne se compose dans la plupart des cas de 
plusieurs membres de la famille des FCP. De nombreux fimbriae putatifs sont annotés dans les 
banques de données de séquençage par leur homologie aux systèmes connus mais pour la 
plupart, aucune étude fonctionnelle n’a été publiée. La plus grande partie de ces fimbriae 
putatifs sont présents chez les entérobactéries qui, par définition, colonisent le tractus gastro-
intestinal. Par exemple, le génome d’E. coli contiendrait jusqu’à 12 FCP, celui de P. mirabilis 
jusqu’à 17 et celui de S. enterica jusqu’à 15 (S. Typhi en contiendrait 14 dont 12 de type FCP) 
(Welch et al. 2002, Gong et al. 2014, Kuan et al. 2014). Plusieurs de ces fimbriae putatifs 
auraient été acquis par transferts de gènes horizontaux, phénomène fréquent dans 
l’environnement intestinal et constitue un mécanisme majeur d’acquisition de nouvelles 
fonctions (Salyers 1993, Aminov 2011). Par exemple, chez S. Typhimurium, Lpf (long-polar 
fimbriae) a été parmi les premiers fimbriae découverts. La mutation de lpfA, la sous-unité 
majeure composant le filament, réduit la capacité d’adhésion spécifique aux cellules M et aux 
plaques de Peyer (Baumler et al. 1996). Deux homologues à ce système fimbriaire ont été 
découverts par la suite dans un ilot de pathogénicité absent d’une souche non pathogénique 
d’E. coli K-12 mais présent chez une souche entéro-hémorragique O157:H et ont été nommés 
Lpf1 et Lpf2 (Hayashi et al. 2001). Ces fimbriae expliquent donc, du moins en partie, la 
capacité de ces souches à coloniser le tractus intestinal. Ils ne sont cependant pas les seuls à 
avoir été associés à ce rôle. Toujours chez S. Typhimurium, la mutation de fimA, la sous-unité 
majeure constituant le fimbria de type I, réduit la capacité de colonisation de l’intestin chez le 
porc (Althouse et al. 2003). De plus, les fimbriae lpf, bcf, stb, stc, std et sth ont été associés à 
la persistance intestinale chez un modèle murin (Weening et al. 2005). Bien que seule 
l’expression de fim soit détectée chez S. Typhimurium lorsque cultivé en milieu LB, 
l’expression des fimbriae bcf, fim, lpf, pef, stb, stc, std, stf, et sti est détectée après culture dans 
des segments d’intestins de boeuf ligaturés (Humphries et al. 2003). Ces observations vont 
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dans le sens d’une diversité fonctionnelle importante des fimbriae pour une même espèce afin 
de coloniser différents tissus ou animaux. 
Le rôle des fimbriae va plus loin encore. Chez E. coli, il a été démontré que le fimbria Pap est 
un composant essentiel pour l’invasion de cellules épithéliales (Martinez et al. 2000). De 
manière similaire, chez N. meningitidis, le réarrangement du cytoplasme des cellules 
épithéliales vasculaires a été associé à l’expression de pilV et pilX, deux composants d’un 
fimbria classé comme pili de type IV. Chez Porphyromonas gingivalis, deux fimbriae 
(nommés mineur et majeur) jouent un rôle dans l’adhésion aux cellules de l’hôte. Lorsque mis 
en contact avec des cellules dendritiques en culture, un mutant du fimbria majeur induit une 
faible expression de cytokines pro-inflammatoires et n’induit pas une maturation efficace de la 
cellule hôte comparé à la souche sauvage (Zeituni et al. 2009). L’inflammation locale induite 
par cette bactérie contribuerait à sa pathogenèse plutôt que de constituer une réponse efficace 
de l’hôte (Tonetti et al. 1994, Huang et al. 1998, Asai et al. 2001). Chez la souris, S. 
Typhimurium provoque également une forte inflammation au niveau intestinal via 
l’expression de curli (encodés par csgBAC) qui est reconnu par plusieurs récepteurs TLR à la 
surface des macrophages (Zhan et al. 2015). L’activation de cette réponse inflammatoire est 
nécessaire à l’expression intracellulaire des gènes de SPI-2, un ilot de pathogénicité essentiel à 
la survie et à la multiplication de ce sérovar dans les macrophages (Arpaia et al. 2011, Meya et 
al. 2014). Ces observations suggèrent que les fimbriae sont responsable de moduler la réponse 
de l’hôte en faveur des bactéries, en plus d’accomplir un rôle d’adhésion strict. 
Un autre rôle associé aux fimbriae est l’initiation de la formation de biofilms. Chez S. 
Typhimurium, le régulateur csgD est impliqué dans la formation de biofilms. Lorsque cultivé 
en gélose, les colonies exprimant l’opéron csg sont d’apparence sèche, rouge et rugueuse et 
possèdent une forte teneur en cellulose. Les fonctions du régulateur csgD sont multiples et 
sont discutées plus amplement dans la section concernant la régulation des fimbriae mais 
comprennent entre autre la régulation de l’expression des autres gènes de l’opéron csg. 
L’expression de csgBAC donne naissance à des courts filaments possédant une capacité auto-
agrégative, ce qui permet aux bactéries de former des micro-colonies ou d’échafauder le reste 
des composantes nécessaires à un biofilm mature (Gerstel et Romling 2003, Romling 2005). 
Bien que les curli soient reconnus chez plusieurs espèces pour contribuer à la formation de 
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biofilms, certains FCP ont aussi été associés à ce phénotype. Encore chez S. Typhimurium, les 
mutants lpfABCDE et pefC démontrent également des défauts de formation de biofilm lorsque 
mis en contact avec une lignée de cellule épithéliale humaines (HEp-2) in vitro (Ledeboer et 
al. 2006).  
Très peu est connu sur l’expression ou la fonction des fimbriae retrouvés chez S. Typhi. Le 
curli encodé par csgBAC et csgDEFG est retrouvé dans le génome, ainsi que l’opéron pil 
codant pour un système de pili de type IV. Les douze autres opérons putatifs de fimbriae 
suivants font partie des FCP : bcf, fim, saf, sef, sta, stb, stc, std, ste, stg, sth et tcf. Bien que 
plusieurs des fimbriae encodés chez S. Typhi soient également retrouvés chez d’autres 
sérovars de S. enterica, les opérons codants pour les fimbriae bcf, fim, sef, ste, stg et sth sont 
potentiellement inactivés par des pseudogènes (Townsend et al. 2001). Une étude a identifié 
des anticorps ciblant les protéines TcfB, StbD ainsi que trois protéines de l’opéron csg, tous 
des éléments faisant parti de l’arsenal de fimbriae de cette espèce (Harris et al. 2006). Une 
autre étude n’a pas observé de défaut d’adhésion sur un modèle de cellules épithéliales 
intestinales (INT-407) chez les mutants staA ou tcfA (Bishop et al. 2008). Une étude 
précédente de notre laboratoire a mis en évidence des défaut d’adhésion et/ou d’invasion lors 
de l’interaction des mutants csg, fim, pil, sef, std, ste, stg, sth et tcf de S. Typhi avec des 
cellules épithéliales (INT-407) (David 2012). Une autre étude précédente publiée dans notre 
laboratoire a utilisé une banque d’approximativement 105 mutants par insertion d’un 
transposon dans un essai  compétitif pour être phagocytés par des macrophages humains 
(THP-1). En comparant l’ADN récupéré après les tests de phagocytose compétitifs avec la 
banque de départ, 130 gènes ont été ciblés comme potentiellement impliqués dans l’adhésion 
et l’internalisation par les phagocytes (Sabbagh et al. 2012). Parmi ces gènes, bcf, csg, stb et 
stc ont été identifiés puis confirmés en fabriquant les mutants individuels démontrant leur 
importance. Il est tout de même surprenant qu’une mutation dans l’opéron bcf ait eu un 
impact, puisqu’il est considéré comme étant non fonctionnel à cause d’un pseudogène 
(Townsend et al. 2001). Ces fragments d’information suggèrent que certains fimbriae de S. 
Typhi jouent un rôle lors de la pathogenèse. Des études sur les fimbriae de ce sérovar sont 
nécessaires pour déterminer leurs rôles et leurs conditions d’expression. 
 
30 
Structure et assemblage des fimbriae de type chaperon-placier 
 
Bien que plusieurs types de fimbriae aient été décrits, nous nous limiterons dans le cadre de 
cette étude à la structure et à l’assemblage des FCP. Les FCP sont des structures 
extracellulaires pouvant varier en dimensions mais possédant une architecture similaire. 
Certains sont très fins, mesurant approximativement 2 nm de diamètre et quelques dizaines de 
de nanomètres de longueur (pili F1 chez Y. pestis), alors que d’autres atteignent un diamètre 
de 6-8 nm et peuvent atteindre plus d’un micromètre de longueur lorsque observé sur des 
bactéries fixées (Jones et al. 1995, Hahn et al. 2002, Zavialov et al. 2003, Mu et Bullitt 2006). 
Il a cependant été démontré que ces structures sont flexibles et peuvent s’étirer de 5 à 7 fois 
leur taille au repos lorsqu’un stress mécanique est imposé (Jass et al. 2004). 
Les FCP sont composés de plusieurs sous-unités protéiques différentes organisées en trois 
portions distinctes : un site d’assemblage transmembranaire, un corps filamenteux et un 
embout. Pour assembler un tel fimbria, au moins trois protéines ont été identifiées comme 
essentielles: un chaperon, une sous-unité majeure ainsi qu’un placier (Geibel et Waksman 
2014). Parfois, d’autres protéines accessoires composent le filament, tel une sous-unité 
terminale proximale ou encore un adaptateur entre l’adhésine de l’embout et la dernière sous-
unité majeure composant le corps du filament (Zeiner et al. 2012). Les différentes protéines 
structurelles et nécessaires à l’assemblage d’un FCP sont illustrées dans la figure 10. Les 
différentes composantes sont d’abord exportées à travers la membrane interne jusqu’au 
périplasme sous forme de polypeptides non repliés à l’aide de la machinerie Sec (Stathopoulos 
et al. 2000). Cette machinerie est responsable du transport d’une grande partie des protéines 
bactériennes se retrouvant à un moment ou à un autre dans le périplasme. Sommairement, la 
chaperone cytoplasmique SecB reconnaît un peptide signal des différentes composantes du 
fimbria et prévient leur repliement prématuré. Ce complexe sera reconnu par SecA, une 
enzyme hydrolysant l’ATP pour fournir l’énergie nécessaire à la translocation du polypeptide 
vers le périplasme lors de l’interaction du complexe SecA/SecB/polypeptide avec le complexe 
SecYEG ancré dans la membrane interne (Solov'eva et al. 2012). 
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Une fois que les différents polypeptides atteignent le périplasme, c’est d’abord le placier qui 
sera replié par des chaperons tels SurA, Skp et DegA, qui guideront également son insertion 
jusqu’au complexe BAM (β-barrel assembly machinery).  
Figure 10 : Structure et assemblage d’un fimbria de 
type chaperon-placier.  
Les différents compartiments sont écrits en rouge. Les 
trois portions générales du filament sont l’embout, le 
filament et le site d’assemblage constitué du placier. 
Adapté de (Allen et al. 2012). 
 
Le complexe BAM comprend de nombreuses 
protéines formant un pore membranaire (dont 
BamA/Omp85) et permet le recrutement et 
l’insertion de protéines à la membrane externe 
(Palomino et al. 2011, Solov'eva et al. 2012). 
Le placier constitue la plateforme d’assemblage 
du fimbria. Cependant, les différentes sous-
unités composant le corps et l’embout du 
filament doivent d’abord être correctement 
repliées. C’est ici qu’interviennent les 
chaperons encodés dans les opérons des 
fimbriae. Ces derniers sont en mesure d’assurer 
leur propre repliement en plus de distinguer les 
sous-unités du filament dont les ponts di-
sulfures ont été correctement appariés, ce qui 
améliore l’efficacité de l’assemblage du 
filament (Vetsch et al. 2004, Crespo et al. 
2012). Les chaperons sont également 
responsable de stabiliser la structure des sous-
unités composant le filament à leur entrée dans le périplasme à l’aide d’un mécanisme appelé 
donor-strand complementation, ce qui empêche également leur polymérisation prématurée 
(Puorger et al. 2011, Di Yu et al. 2012). Seules les complexes sous-unité/chaperon peuvent 
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être reconnues puis assemblées les unes à la suite des autres par le placier. Les chaperons 
jouent également un rôle au niveau de cet assemblage selon un mécanisme appelé donor-
strand exchange. Sommairement, l’extrémité N-terminale de la nouvelle sous-unité coulisse 
dans une poche de la sous-unité précédente, ce qui libère le chaperon dans le périplasme 
(Remaut et al. 2006, Rose et al. 2008). L’ordre dans lequel les sous-unités sont assemblées est 
contrôlé par l’affinité respective de chaque complexe sous-unité/chaperon avec le placier ainsi 
que par la concentration de ces mêmes sous-unités dans le périplasme. En conditions 
normales, l’ordre de l’assemblage s’effectue à partir de l’embout (l’adhésine) jusqu’à la base 
de la tige (sous-unités majeure) (Allen et al. 2013).  
Il n’est pas encore clair par quel mécanisme la terminaison de l’élongation est établie chez les 
FCP étudiés structurellement, à l’exception de Pap, dans lequel une sous-unité particulière 
(PapH) est incorporée et ne possède pas de poche pour accueillir la sous-unité suivante, 
menant à la terminaison de la polymérisation (Baga et al. 1987, Verger et al. 2006). L’énergie 
nécessaire à la translocation des sous-unités vers le milieu extérieur serait issue de la libération 
de ces dernières du placier suite au donor-strand exchange et de la force exercée par 
l’enroulement du filament dans le milieu extracellulaire (Busch et al. 2015). Une fois 
assemblé, le corps du filament est composé de centaines voire de milliers de copies d’une 
sous-unité majeure prenant une conformation de longue hélice (Hahn et al. 2002, Mu et Bullitt 
2006).  
Des inhibiteurs chimiques ciblant différentes étapes de la biogenèse des fimbriae existent mais 
sont encore au stade de développement (Pinkner et al. 2006, Klein et al. 2010, Chorell et al. 
2012, Lo et al. 2014). Ces stratégies sont discutées plus amplement dans la section discutant 
des traitements potentiels contre S. Typhi. Nul doute que l’accumulation de nouvelles 
connaissances sur les mécanismes d’assemblage des fimbriae permettra de suggérer de 
nouvelles approches pour prévenir ou guérir les infections bactériennes dont la pathogenèse 




Expression des fimbriae 
 
Afin d’étudier les fimbriae, il est intéressant de connaître dans quelles conditions ils sont 
exprimés. Chez S. Typhimurium, seuls deux fimbriae sont exprimés dans des conditions 
standard de laboratoire : le fimbria de type I encodé par l’opéron fim et le curli encodé par 
l’opéron csg (Humphries et al. 2003, Yoo et al. 2013). L’expression de fim  est maximal en 
milieu liquide pendant la phase de croissance stationnaire et est défavorisée en croissance 
logarithmique ainsi que par l’utilisation du glucose comme source d’énergie ou encore par la 
culture sur milieu solide (Duguid et Campbell 1969, Tinker et Clegg 2000). Pour csg, 
l’expression est également maximale en phase stationnaire, et aussi favorisée par un milieu 
pauvre en nutriments, par une faible osmolarité ainsi que par une faible température 
(28ºC)(Gerstel et Romling 2003). L’expression de l’opéron csg est également favorisée suite à 
l’adhésion des bactéries à certaines surfaces abiotiques tels des plastiques ou matériaux 
différents (De Oliveira et al. 2014). 
L’expression des autres fimbriae de S. Typhimurium a été observée dans des segments 
ligaturés d’iléum bovin, ce qui démontre que leur expression est néanmoins possible lorsque 
les bonnes conditions sont réunies (Humphries et al. 2003). Des études d’expression par PCR 
effectuées dans notre laboratoire ont permis d’observer l’expression de plusieurs opérons 
fimbriaires chez S. Typhi (David 2012) . Les opérons pil, fim, sta, stb, stc, std, ste et tcf  sont 
exprimés en milieu LB supplémenté à 0.3M de NaCl, ce qui suggère qu’une augmentation de 
pression osmotique contribue à leur expression. En milieu minimal sans fer (M63), seule 
l’expression de l’opéron sta a été observée, alors que le milieu supplémenté en fer permet en 
plus l’expression des opérons fim, pil et stb. Ceci suggère que la présence de fer dans le milieu 
peut favoriser l’expression de certains fimbriae chez S. Typhi (David 2012). D’autres études 
doivent être entreprises, par exemple à l’aide de mutants de régulateurs, afin de déterminer les 




Mécanismes moléculaires de régulation de l’expression des fimbriae 
 
Au niveau moléculaire, l’expression des fimbriae est contrôlée par plusieurs mécanismes 
distincts. Certains de ces mécanismes font appel à des facteurs de transcription seulement 
actifs ou exprimés dans des conditions particulières. Parfois, l’expression des fimbriae est 
également régulée par des modifications post-traductionnelle ou encore par des modifications 
de la structure de l’ADN. 
Un mécanisme de régulation par modification de l’ADN est d’ailleurs illustré dans la 
régulation de l’opéron fim chez E. coli. Cet opéron a été parmi le premier à avoir fait l’objet 
d’études. Les premières observations microscopiques ont permis d’observer que les bactéries 
issues d’une seule culture pure expriment parfois le fimbria de type I et parfois non (Duguid et 
al. 1955). Cette variabilité phénotypique au sein d’une population est appelée «variation de 
phase». Chez E. coli, la variation de phase de l’opéron fim est contrôlée par un interrupteur 
d’ADN (Abraham et al. 1985). En amont de l’opéron fim, un segment de 314 paires de bases 
nommé fimS peut être inversé. Cette inversion est catalysée par deux tyrosine recombinases 
spécifiques qui reconnaissent les sites flanquant fimS et sont encodées par les gènes fimE et 
fimB. Ceci a pour effet de déplacer le promoteur dans une position empêchant l’expression des 
protéines structurelles de ce fimbria (McCusker et al. 2008). Il a été démontré que FimE est 
responsable de l’inversion bidirectionnelle de l’élément, alors que FimB est pour sa part 
responsable de la répression de l’opéron fim (Blomfield et al. 1991). L’expression de la gyrase 
(gyrA et gyrB chez E. coli K-12) joue également un rôle dans l’inversion de fimS puisque son 
activité enzymatique est nécessaire à proximité de cet élément (Dove et Dorman 1994). Les 
facteurs déterminant le rythme d’inversion de l’élément fimS dépendrait du ratio [ATP]/[ADP] 
variant selon la phase de croissance et la disponibilité en nutriments (Dorman et Corcoran 
2009). L’opéron fim chez les salmonelles n’est cependant pas régulé par un élément d’ADN 
inversible et a été acquis indépendamment d’E. coli. Par contre, deux différentes adhésines 
fimbriaires (pilV et pilV’) encodées par l’opéron pil sont régulés par un interrupteur d’ADN 
de manière similaire qui permet l’expression de l’un ou l’autre des allèles (Zhang et al. 1997, 
Morris et al. 2003, Nuccio et Baumler 2007). D’autres fimbriae chez les salmonelles 
pourraient cependant être soumis à une telle régulation. 
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L’avantage conféré par un mécanisme de variation de phase se traduit en une meilleure 
capacité d’évader les défenses du système immunitaire. En effet, les fimbriae sont des 
immunogènes importants conservés chez de nombreux sérovars. Par exemple, long-polar 
fimbria  (lpf) est un fimbria exprimé chez plusieurs souches de salmonelles et est soumis à une 
variation de phrase. On peut observer l’avantage conféré par une telle régulation dans un 
modèle de souris vaccinées par une souche de salmonelle exprimant lpf. Lorsque ces souris 
sont à nouveau infectées par une seconde souche de salmonelle qui possède aussi lpf, les 
bactéries n’exprimant pas ce fimbria au sein de la population démontrent un avantage à 
coloniser l’épithélium intestinal par rapport à celles qui l’expriment, signe que ces bactéries 
utilisent la variation de phase pour échapper aux défenses immunitaires de l’hôte (Norris et 
Baumler 1999). 
La méthylation de séquences d’ADN au niveau d’un promoteur est un autre moyen d’affecter 
l’expression des fimbriae. Par exemple, l’expression du fimbria std chez S. Typhimurium est 
contrôlée par un tel mécanisme. La protéine Dam (DNA adenine methylase) est responsable de 
cette méthylation qui, dans ce cas, empêche l’expression de l’opéron std. Un mutant dam, 
incapable de réprimer std, possède un défaut d’infectivité chez la souris (Jakomin et al. 2008). 
Ceci est potentiellement dû à l’incapacité du répresseur RosE à s’attacher au promoteur de 
l’opéron std lorsqu’il n’est pas méthylé par Dam (Chessa et al. 2008). 
D’autres facteurs de transcription sont connus pour influencer l’expression des fimbriae chez 
S. Typhimurium. Une mutation du système rcsCBD mène à une augmentation de l’expression 
des opérons fim et std (Wang et al. 2007). Les conditions exactes menant à l’activation de ce 
système ne sont pas entièrement décrites mais incluent la croissance en milieu solide, la 
présence de fer (chez un mutant pmrA) ainsi que la croissance à basse température (Ferrieres 
et Clarke 2003, Mouslim et Groisman 2003). Le régulateur fur (ferric uptake regulator) est 
également un candidat potentiel pour réguler plusieurs fimbriae chez S. Typhimurium, dont les 
opérons bcf et fim (Prajapat et Saini 2012). Ce régulateur joue généralement un rôle répresseur 
mais peut également être un activateur en fonction de ses cibles (Hantke 2001, Lee et 
Helmann 2007). Il est principalement sous le contrôle de la concentration intracellulaire de fer 
libre Fe2+, elle-même dépendante de l’import de ces ions à partir du milieu extracellulaire 
(Troxell et Hassan 2013). Finalement, la plupart des opérons codant pour des fimbriae 
36 
contiennent leurs propres protéines régulatrices (McClelland et al. 2001, Townsend et al. 
2001). 
En raison de la capacité d’adhésion des fimbriae et de leur propension à favoriser la phase 
sessile de la vie bactérienne, il est intéressant de s’attarder à une molécule de signalisation 
particulière, le di-GMP cyclique. En effet, ce messager est très répandu chez les bactéries et 
est reconnu pour promouvoir la transition entre la phase mobile et la phase sessile. La 
formation de biofilms est en étroite relation avec la concentration intracellulaire de ce 
messager. L’initiation de la formation d’un biofilm est dépendante d’une adhésion initiale à 
une surface, bien souvent liée à l’expression de fimbriae (Zakikhany et al. 2010, Romero 
2013, Dunger et al. 2014, Khanal et al. 2015). Au moins deux récepteurs de ce messager ont 
été décrits chez S. Typhimurium (BcsA et YcgR) et sont également retrouvés chez S. Typhi 
(Altschul et al. 1990, Zorraquino et al. 2013). 
Somme toute, les facteurs moléculaires qui influencent l’expression des différents fimbriae 
chez S. Typhi sont à ce jour incomplets. La plupart des informations disponibles sont des 
extrapolations issues d’études chez d’autres entérobactéries telles E. coli ou de S. 
Typhimurium. D’autres expériences doivent être effectuées afin de caractériser les conditions 
dans lesquelles ces facteurs de virulence potentiellement importants sont exprimés ainsi que 





Problématique et objectifs 
 
Le contrôle épidémiologique de la fièvre typhoïde fait appel à deux axes principaux : la 
prévention par l’hygiène et le traitement des cas par une panoplie d’antibiotiques. Ces derniers 
sont graduellement moins efficaces et force est d’admettre que l’arsenal de médicaments dont 
on dispose sera insuffisant pour assurer la santé publique d’ici un avenir rapproché, d’abord 
dans les pays endémiques mais potentiellement ailleurs dans le monde. L’élaboration de 
nouvelles stratégies de lutte contre S. Typhi peut être soutenue par la découverte de nouvelles 
cibles pour le développement de vaccins, d’antibiotiques ou autres molécules 
antimicrobiennes. Les cibles intéressantes sont souvent des composants essentiels à la survie 
et la dissémination de la bactérie au cours de sa pathogenèse. Plusieurs études chez d’autres 
espèces bactériennes ont attribuées de tels rôles aux FCP mais la contribution de ces systèmes 
d’adhésion putatifs à la pathogenèse de S. Typhi est à l’heure actuelle inconnue.  
L’étude de ces systèmes d’adhésion doit faire appel à une stratégie judicieuse car aucun 
modèle animal ne nous permet de reconstituer fidèlement l’interaction hôte-pathogène de cet 
organisme. Cependant, plusieurs approches sont susceptibles de procurer des informations 
pertinentes à ce sujet. 
Le projet ci-présent suit deux lignes directrices. D’une part, l’activité des promoteurs des 
systèmes d’adhésion a été évaluée dans plusieurs conditions expérimentales de culture à l’aide 
de gènes rapporteurs afin de démontrer qu’ils sont bel et bien fonctionnels et répondent selon 
la disponibilité en nutriments, notamment du fer libre. D’autre part, le clonage des opérons 
entiers sous le contrôle d’un promoteur inductible a été entrepris. Ceci permet de forcer la 
surexpression de ces structures et d’évaluer leur contribution à la capacité d’adhésion de 
bactéries avec des cellules épithéliales intestinales humaines en culture in vitro. Dans son 
ensemble, cette étude cherche à démontrer que les systèmes d’adhésion putatifs de S. Typhi 




Matériel et méthodes 
 
Souches bactériennes, plasmides et conditions de culture. Les souches bactériennes et 
plasmides utilisés sont décrits respectivement dans les tableaux I et II. Sauf lorsque indiqué, 
les souches ont été cultivées en milieu Luria-Bertani (LB) liquide ou solide (supplémenté 
d’agar 1,5%) fourni par BioBasic. La composition du milieu M63 utilisé pour les expériences 
abordant le rôle du fer ainsi que la richesse du milieu est le suivant, avec et sans ajout de 
100μM FeCl3 : 40mM KH2PO4, 60mM K2HPO4, 15mM (NH4)2SO4, 33mM D-glucose, 0,1% 
caséine hydrolysée dont le fer a été chélaté, 100μM MgSO4, 40μg/mL tryptophane, 40μg/mL 
cystéine et ajusté à pH 7.5 avec du KOH. Pour maintenir les plasmides chez les souches, ces 
milieux ont été supplémentés de l’antibiotique approprié (ampicilline 100μg/ml et 
chloramphénicol 25μg/ml). Les préparations de plasmides ont été obtenues à l’aide de la 
trousse EZ-10 spin column plasmid DNA miniprep de BioBasic selon le protocole du fabricant. 
 
Tableau I. Souches bactériennes 
Souches Génotype Résistance Utilisation Référence 
E. coli       




thr-l leuB thi-1  ∆argF-lac U169 xyl-7 ara-
13 mtl-2 gal-6 rpsL tonA2 supE44  
fimBEACDFGH::kan pilG1 




ORN172 avec pBAD24 contenant stgABCD 
sans le promotur natif de la souche ISP1820 
(StgA_F et StgD_R) 
Amp Surexpression Forest 2012 
DEF939 
ORN172 avec pBAD18cm contenant 
stgABCD sans le promoteur natif  de la 
souche  ISP1820 (StgA_F et StgD_R) 
Cm Surexpression Cette étude 
DEF940 
ORN172 avec pMMB207c contenant  
stgABCD sans le promoteur natif  de la 
souche  ISP1820 (StgA_F et StgD_R) 
Cm Adhésion et surexpression Cette étude 
DEF941 
ORN172 avec pTRC99A contenant  
stgABCD sans le promoteur natif  de la 
souche ISP1820 (StgA_F et StgD_R) 
Amp Surexpression Cette étude 
DEF952 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de staA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette étude 
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DEF953 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de stbA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF955 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de stdA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF956 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de sefA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF957 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de stgA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF958 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de sthA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF959 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de pilL de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF966 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de fimA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF964 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de csgB de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF965 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de stcA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF987 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de safA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF1007 ORN172 avec pSIF387 Amp Surexpression Cette etude 
DEF1008 ORN172 avec pMMB207c contenant tcfABCD Cm Surexpression Cette etude 
DEF1009 ORN172 avec pMMB207c Cm Surexpression Cette etude 
DEF1010 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de bcfA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF1011 DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de steA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DH5α (pSIF219) DH5α avec pRS415 contenant la région en 5’ de tcfA de la souche ISP1820 Amp 
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
ISP1820 Souche sauvage pathogène Hone 1991 
DEF664 
ISP1820 ∆bcfABCDEFG ∆csgCABDEFG 
∆fimAICDHFZYXW 
∆pilLMNOPQRSTUVK ∆safAEBCD 
∆sefABCD ∆staGFEDCBA ∆stbEDCBA 
∆stcDCBA ∆stdCBA ∆steABCDEF 






DEF992 ISP1820 avec le plasmide provenant de DEF955  
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF994 ISP1820 avec le plasmide provenant de DEF964  
Rapporteur β-
galactosidase Cette etude 
DEF1019 DEF664 avec pMMB207c  Surexpression Cette etude 
DEF1020 DEF664 avec le plasmide provenant de DEF1008  
Surexpression Cette etude 
Légende : Les amorces utilisées pour générer les constructions contenues dans certaines souches sont indiquées 
entre parenthèses dans la colonne Génotype. N/A : Non-Applicable 
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Fusions transcriptionelles gfp et lacZ. Les régions promotrices des 12 opérons putatifs des 
fimbriae de type chaperon-placiers du sérovar Typhi (Townsend et al. 2001) ainsi que  celles 
de csgB et pilL ont été prédites à l’aide du logiciel BPROM (Softberry Inc. 2015) à partir de 
l’information de séquence disponible pour la souche CT18 rendue disponible dans la banque 
de donnée génomique du National Center for Biotechnology Information (Parkhill et al. 2001). 
Ces séquences ont été amplifiées par PCR à partir d’ADN génomique de la souche ISP1820 
courtoisement fourni par Dr. Sébastien Sabbagh. Les amorces ont été dessinées à l’aide du 
logiciel AmpliFX (CNRS-Aix-Marseille 2013) et des sites de restriction uniques y ont été 
ajoutés en 5’ (Tableau III). Les fragments générés par PCR ainsi que le plasmide pRS415 ont 
été digérés avec les enzymes EcoRI et BamHI puis purifiés sur gel d’agarose suite à une 
électrophorèse et finalement ligués en amont du gène lacZ dans le plasmide pRS415 à l’aide 
de la T4 DNA ligase (New England Biolabs). Les mêmes fragments ont également été digérés 
avec EcoRI et ligués  en amont du gène gfp dans le plasmide pRL1 digéré avec EcoRI et 
SmaI. Toutes ces constructions ont été transformées dans la souche E. coli DH5α rendues 
compétentes selon la méthode au chlorure de calcium (Sambrook et Green 2012) afin de 
générer les souches identifiées pour rapporteurs β-galactosidase ou gfp (Tableau I). La taille et 
l’orientation des fragments ligués ont été confirmés par PCR à l’aide de l’amorce ayant servi à 
l’amplification à partir d’ADN génomique orientée dans le sens 5’ vers 3’ ainsi que d’une 
amorce située dans le plasmide (voir tableau III). Les plasmides extraits des souches 
stdA::lacZ (DEF955) et  csgB::lacZ (DEF964) ont également été transformés chez la souche 




Tableau II. Plasmides 
 
Légende : Cm – Chloramphénicol, Amp - Ampicilline 
 
 
Nom Caractéristiques Résistance Utilisation Référence 
pRS415 Plasmide multicopies porteur du gène 
lacZ dénué de promoteur Amp 
Fusions 
transcriptionnelles 
Simons et al. 
1987 
pMMB207c Plasmide multicopies porteur du 
promoteur tac répondant à la présence 
de lactose 
Cm Surexpression Chen et al. 2004 
pTRC99A Plasmide multicopies porteur du 
promoteur tac répondant à la présence 
de lactose 
Amp Surexpression Amann et al. 1988 
pBAD18cm Plasmide multicopies porteur du 
promoteur araBAD répondant à la 
présence d’arabinose 
Cm Surexpression Guzman et al. 1995 
pSIF219 pRS415 contenant la région 5’ de tcfA Amp Rapporteur β-galactosidase Leclerc 2014 
pSIF387 pTRC99A contenant tcfABCD sans le 
promoteur natif de ISP1820 Amp Surexpression Cette étude 
pSIF395 pMMB207c contenant bcfABCDEFG 
sans le promoteur natif de ISP1820 Cm Surexpression Cette étude 
pSIF396 pMMB207c contenant steABCDEF 
sans le promoteur natif de ISP1820 Cm Surexpression Cette étude 
pSIF397 pMMB207c contenant stgABCD sans le 
promoteur natif de ISP1820 Cm Surexpression Cette étude 
pSIF398 pRL1 contenant la région 5’ de bcfA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF399 pRL1 contenant la région 5’ de csgB Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF400 pRL1 contenant la région 5’ de pilL Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF401 pRL1 contenant la région 5’ de fimA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF402 pRL1 contenant la région 5’ de safA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF403 pRL1 contenant la région 5’ de sefA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF404 pRL1 contenant la région 5’ de staA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF405 pRL1 contenant la région 5’ de stbA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF406 pRL1 contenant la région 5’ de stcA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF407 pRL1 contenant la région 5’ de stdA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF408 pRL1 contenant la région 5’ de steA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF409 pRL1 contenant la région 5’ de stgA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF410 pRL1 contenant la région 5’ de sthA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF411 pRL1 contenant la région 5’ de tcfA Amp Rapporteur gfp Cette étude 
pSIF412 pMMB207c contenant safAEBCD sans 
le promoteur natif de ISP1820 Cm Surexpression Cette étude 
pSIF413 pMMB207c contenant staGFEDCBA 
sans le promoteur natif de ISP1820 Cm Surexpression Cette étude 
pSIF414 pMMB207c contenant stbEDCBA sans 
le promoteur natif de ISP1820 Cm Surexpression Cette étude 
pSIF416 pMMB207c contenant sthEDCBA sans 
le promoteur natif de ISP1820 Cm Surexpression Cette étude 
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Courbes de croissance et surexpression des opérons fimbriaires. Les souches ont été 
cultivées en milieu LB avec agitation pour ~18h à 37ºC puis diluées 1:100 dans du milieu frais 
et remises en culture. Lorsque la turbidité, évaluée à l’aide d’un spectrophotomètre réglé à 
600nm, atteignait ~0.5,  l’agent inducteur d’expression (IPTG) a été ajouté à 1mM. Lors de la 
mise au point de l’induction de protéines, une concentration de 10μM a également été utilisée 
ainsi qu’une température de 30ºC. Le nombre d’unités viables et la turbidité ont étés 
déterminés après 1h, 4h et 24h de croissance post-induction (Miles 1938). Des aliquots de 
1mL de culture ont été centrifugés à 8000g pendant 2 min puis resuspendus dans un volume de 
tampon de charge (62.5mM Tris/HCl pH 6.8, 10% v/v glycérol, 2% p/v SDS, 0.05% p/v β-
mercaptoéthanol, 0.05% p/v bleu de bromophénol) et normalisé selon la DO600. La 
visualisation des protéines totales des cultures a été effectuée suite à une électrophorèse sur gel 
de polyacrylamide par coloration au bleu de Coomassie (Bio-Rad). 
Clonage des fimbriae. Les séquences des 12 opérons fimbriaires putatifs de type chaperon-
placier ont été amplifiées par réaction PCR à l’aide de la polymérase Q5 High-FIdelity DNA 
Polymerase (New England Biolabs), débutant au codon de départ. Les amorces ont été 
dessinées à l’aide du logiciel AmpliFX (CNRS-Aix-Marseille 2013) et des sites de restriction 
uniques ont été ajoutés en 5’ ainsi qu’un site de liaison au ribosome pour les amorces débutant 
au codon de départ (Tableau III). La prédiction des sites de restriction a été  effectuée à l’aide 
du logiciel Webcutter2 (Heiman 1997). Les plasmides pMMB207c, pTRC99A, pBAD18cm et 
pBAD24 ainsi que les divers inserts digérés (promoteurs et opérons) ont été purifiés sur gel à 
l’aide de la trousse d’extraction d’ADN EZ-10 spin column DNA gel extraction kit (Biobasic) 
avant d’être ligués à l’aide de la T4 DNA ligase (New England Biolabs) puis transformés dans 
la souche E. coli afimbriaire ORN172 préparées selon la méthode au chlorure de calcium 
(Sambrook et Green 2012). L’opéron putatif tcfABCD cloné dans pMMB207c a été extrait 
puis transformé chez S. Typhi possédant des délétions pour les 14 systèmes d’adhésion étudiés 
(DEF664) par électroporation (Sambrook et Green 2012). La taille des inserts a été confirmée 
par observation des produits de digestion des divers plasmides avec les mêmes enzymes que 
celles utilisées pour le clonage. L’orientation a été confirmée par PCR à l’aide d’une première 
amorce située dans le plasmide et d’une seconde dans l’orientation 3’ vers 5’ utilisée pour le 
clonage des promoteurs (Tableau III). 
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(kpb) Nom de l’amorce 
Site de 
restriction Séquence 
5’ stgA 0,39 Stg_Prom_F_EcoRI EcoRI 
gcgaattcCGGGAGATGAGAATAACGGA 
Stg_Prom_R_BamHI BamHI gtggatccAGTAGAAGACAGAACCAGAGCG 
5’ csgB 0,74 Csg_Prom_F_Short_EcoRI EcoRI 
gcgaattcAGATGTTGCACTGCTGTGGGTT 
Csg_Prom_R_BamHI BamHI gcggatccGCGCACCCAGTATTGTCAACAT 
5’ pilL 0,39 Pil_Prom_F_Short_EcoRI EcoRI 
gcgaattcAGGTATCCAGCAGGGTATTCAGCA 
Pil_Prom_R_BamHI BamHI ccggatccTCAGGCAGAAAAGCGCTTGT 
5’ steA 0,58 Ste_Prom_F_2_EcoRI EcoRI 
gcgaattcACAGGTGTTGAATGCTACCTTTCCC 
Ste_Prom_R_BamHI BamHI gcggatccGCCGGAGACAATTCCCATAACTAAA 
5’ sthA 0,31 Sth_Prom_F_EcoRI EcoRI 
gcgaattcAAATCCAGTCATCTACCGTACTTC 
Sth_Prom_R_BamHI BamHI gcggatccGTGGATGCTACGGCAGTTAACA 
5’ stdA 0,73 Std_Prom_F_EcoRI EcoRI 
gcgaattcGTTCTTTGCTGTCGGCATTG 
Std_Prom_R_BamHI BamHI aaggatccACAGAAGCGCCATACATCATACCG 
5’ stcA 0,34 Stc_Prom_F_EcoRI EcoRI 
gcgaattcAATTCCGCAGGCCCATATCA 
Stc_Prom_R_BamHI BamHI gcggatccCCCAGCGCTCATAAATACAGCA 
5’ stbA 0,41 Stb_Prom_F_Short_EcoRI EcoRI 
gcgaattcCATCGGGAGGTTTAACTGATACGG 
Stb_Prom_R_BamHI BamHI gcggatccGCGAGCCTGTGATCATTGCTAAATA 
5’ staA 0,28 Sta_Prom_F_EcoRI EcoRI 
gcgaattcCAGCCGCTTAATGCAATTAAACA 
Sta_Prom_R_BamHI BamHI atggatccTGCGGCAGCTAAAATCGCTT 
5’sefA 0,40 Sef_Prom_F_EcoRI EcoRI 
gcgaattcCTTAGTCGCATGTCCACTCTTGCT 
Sef_Prom_R_BamHI BamHI acggatccTGGGCACTGCCACATGCAATTA 
5’ safA 0,17 Saf_Prom_F_EcoRI EcoRI 
cagaattcTGTTATTACCAGCCAGGGAT 
SafA_R2 (NO SITE) N/A gtccaggtGCAGTTATCATGCTCAACACGCTTG 
5’ fimA 0,48 Fim_Prom_F_Short_EcoRI EcoRI 
gggaattcGGCGGCATAATGCGACATTT 
Fim_Prom_R_2_BamHI BamHI gcggatccTAACGGCACAGGCTGCATAAAC 
5’ bcfA 0,24 Bcf_Prom_F_EcoRI EcoRI 
gggaattcAACTCACGACGTTGAGTAGCTG 
Bcf_Prom_R_BamHI BamHI gcggatccCAACATTCCGCCAAAGGCAA 
5’ tcfA 0,59 TcfAF prom XbaI 
gctctagaCATGATGATCAGTCTATTTGTGGC 
TcfAR prom  (NO SITE) N/A AATTTCTGCCGCCATGGGATA 
tcfABCD 5,30 
Tcf_Opéron_F_SacI SacI cgcgagctcaagaaacagaccATGAATTTTAAAGATACTCTTCC 
Tcf_Opéron_R_XbaI XbaI gctctagaAAAAACCATATAAGAAAGATATCAA 
safAEBCD 5,10 Saf_Opéron_F_EcoRI EcoRI 
gcgaattcaggaaacagaccATGAAAAACATAAAAAAAT 
Saf-RC XbaI gctctagaTGCTAACCATATTTGCCTTGAG 
sefABCD 4.52 Sef_Opéron_F_EcoRI EcoRI 
aggaattcaggaaacagaccATGCGTAAATCAGCATC 
sefD_R4_Sac1 SacI gctctagaatgccgtaggaatgtcaagc 
staGFEDCBA 7,20 Sta_Opéron_F_SacI SacI 
cggagctcaggaaacagaccATGAAAAAAGCGATTTTAGC 
Sta_Opéron_R_XbaI XbaI actctagaATTGCGTTGCGGTTCGTT 
stbEDCBA 6,34 Stb_Opéron_F_SacI SacI 
cggagctcaggaaacagaccATGTCTATGAAAAAATATTTA 
Stb_Opéron_R_XbaI XbaI gctctagaTGCTGAATTCTGGCCTGTC 
stcDCBA 4,91 Stc_Opéron_F_XbaI XbaI 
gctctagaaggaaacagaccATGAAACGTTCACTTATT 
Stc_Opéron_R_SalI SalI cggtcgacAGATTGTCATCCCGGTCACT 
stdCBA 4,10 Std_Opéron_F_SacI SacI 
cggagctcaggaaacagaccATGCGTAATAAAATAATACT 
StdC R4 XbaI gctctagaatacctggctcaaccgcata 
steABCDEF 5,76 Ste_Opéron_F_SacI SacI 
gcgagctcaggaaacagaccATGAAGTCATCTCATTTTTG 
SteD R4 XbaI gctctagaCCAGAGCATCAATGCCTTT      
44 
 
Observation par microscopie électronique à transmission. Les souches d’E. coli ORN172 
afimbriaire et de S. Typhi ISP1820 afimbriaire possédant l’opéron tcfABCD sous le contrôle 
d’un promoteur inductible (DEF1008, DEF1009, DEF1019 et DEF1020) ont été cultivées 
selon les conditions décrites dans la section courbe de croissance et surexpression des opérons 
fimbriaires. Les bactéries ont été lavées avec du PBS puis resuspendues dans une solution de 
glutaraldéhyde 2% avant d’être adsorbées pendant 2 minutes sur des grilles de microscopie à 
base de nickel recouverte de nickel et formvar. Les grilles ont ensuite été lavées trois fois avec 
de l’eau milli-Q. L’excès de liquide a été enlevé et une goutte d’acide phosphotungstique 2% 
(coloration négative) a été déposée sur la grille. Les bactéries ont été observées sur un 
microscope électronique CM-100 de Philips opéré à 60kV et l’image a été acquise sur une 
caméra numérique AMT XR-80 CCD de Advanced Microscopy Techniques. 
Rapporteur d’expression β-galactosidase. Les 14 souches d’E. coli générées pour la 
détermination du niveau d’expression des systèmes d’adhésion putatifs par fusion de leurs 
promoteurs avec le gène lacZ (Tableau I) ont été cultivées avec et sans agitation en milieu LB, 
en milieu LB supplémenté d’agar à 1.5% ainsi qu’en milieu M63 supplémenté ou non en fer 
libre avec agitation après 18h de croissance selon la méthode décrite précédemment (Miller 
1972). Le niveau d’expression de csg et std  a également été évalué en milieu M63 
supplémenté ou non en fer libre chez S. Typhi. 
stgABCD 5,06 Stg_Opéron_F_SacI SacI 
gcgagctcaggaaacagaccATGAAACTGAATTTAATTGC 
STGD-R XbaI gctctagaCATTGATATGACTTATTTTG 
sthEDCBA 5,75 
Sth_Opéron_F_BamHI BamHI gcggatccaggaaacagaccATGTTTAATAAGAAAATTATCA 
SthE R4 XbaI gctctagaGCCATCTGGACTGGTATTCG    
bcfABCDEFG 6,82 Bcf_Opéron_F_SacI SacI 
cggagctcaggaaacagaccATGAAAAAGCCTGTACTAGCA 















Amorce 5’ ►3’ du sens 
codant 
N/A *** 






lacZαR N/A GGCTGCGCAACTGTTGGG 




Tableau IV. Prédiction des poids moléculaires et des fonctions des protéines des opérons 
des fimbriae de type chaperon-placier chez S. Typhi 
Opéron Protéine Poids moléculaire (kDa) Fonction putative 
bcfABCDEFG 
BcfA 18.2 Recombinase 
BcfB 25.5 Chaperon 
BcfC 94.6 Placier 
BcfD 36.0 Adhésine 
BcfE 19.5 Sous-unité majeure 
BcfF 17.7 Sous-unité 
BcfG 26.6 Chaperon 
fimAICDHFZYXW 
FimA 18.8 Sous-unité majeure 
FimI 19.0 Sous-unité majeure 
FimC 24.9 Chaperon 
FimD 95.0 Placier 
FimH 36.1 Adhésine 
FimF 18.0 Sous-unité mineure 
FimZ 23.5 Régulateur transcriptionnel 
FimY 27.8 Régulateur transcriptionnel 
FimX 11.4 Fonction inconnue 
FimW 23.4 Régulateur transcriptionnel 
safAEBCD 
SafA 17.4 Sous-unité majeure 
SafE 17.3 Sous-unité 
SafB 26.7 Chaperon 
SafC 91.4 Placier 
SafD 17.0 Adhésine 
sefABCD 
SefA 16.9 Sous-unité majeure 
SefB 28.5 Chaperon 
SefC 92.2 Placier 
SefD 16.2 Adhésine 
staABCDEFG 
StaA 20.0 Sous-unité majeure 
StaB 26.9 Chaperon 
StaC 94.7 Placier 
StaD 19.7 Sous-unité 
StaE 21.5 Fonction inconnue 
StaF 21.4 Sous-unité 
StaG 42.6 Adhésine 
stbABCDE 
StbA 18.4 Sous-unité majeure 
StbB 28.0 Chaperon 
StbC 94.5 Placier 
StbD 47.4 Placier 
StbE 28.5 Chaperon 
stcABCD 
StcA 18.7 Sous-unité majeure 
StcB 25.2 Chaperon 
StcC 92.3 Placier 
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StcD 36.5 Adhésine 
stdABC 
StdA 20.2 Sous-unité majeure 
StdB 89.9 Placier 




SteA 19.8 Sous-unité majeure 
SteB 98.6 Placier 
SteC 28.5 Chaperon 
SteD 17.7 Sous-unité 
SteE 16.8 Sous-unité 
SteF 18.8 Sous-unité 
stgABCD 
StgA 19.6 Sous-unité majeure 
StgB 25.9 Chaperon 
StgC 92.6 Placier 
StgD 38.0 Adhésine 
sthABCDE 
SthA 19.0 Sous-unité majeure 
SthB 24.8 Chaperon 
SthC 89.9 Placier 
SthD 19.4 Adhésine 
SthE 38.7 Sous-unité 
tcfABCD 
TcfA 25.7 Chaperon 
TcfB 20.3 Sous-unité majeure 
TcfC 97.7 Placier 
TcfD 39.8 Adhésine 
Légende : Les poids moléculaire ont été prédits selon la séquence en nucléotides obtenue en ligne dans les bases 
de données du NCBI (Geer et al. 2010). Les fonctions sont en italique lorsqu’il s’agit d’un pseudogène selon 
l’annotation disponible. 
 
Rapporteur d’expression fluorescent (gfp). L’évaluation du niveau d’expression de l’opéron 
saf a été effectuée par fusion transcriptionelle de son promoteur en amont du gène rapporteur 
gfp (plasmide pSIF402 transformé chez DH5α, voir Tableau II). Les bactéries ont été cultivées 
pendant ~18h en LB avec agitation avant d’être lavées une fois dans du PBS puis fixées avec 
une solution de paraformaldéhyde 2%. Le niveau d’expression de la GFP a été mesuré par 
cytométrie en flux sur un FACSCanto II de BD Bioscience équipé d’un laser argon-ion à 
488nm détectée en FL1. Les données collectées cumulent 10000 évènements et ont été 
analysées en utilisant BD FACSDiva 8.0. Les paramètres de forward- et side-scatter ont été 
réglées en utilisant une souche bactérienne exprimant constitutivement gfp afin d’exclure les 




Essais d’adhésion sur cellules épithéliales. Les cellules épithéliales INT-407 (ATCC CCL-6) 
utilisées sont dérivées de l’iléum et du jéjunum d’un embryon caucasien de 2 mois. Elles sont 
cultivées en atmosphère de 5% de CO2 à 37ºC dans des flasques pour culture cellulaire 
adhérentes (Sarstedt) et baignent dans le milieu EMEM (Wisent) supplémenté de 25mM 
d’acide N-2-hydroxyéthyl piperazine-N-2-ethanesulfonique (HEPES) et 10% de sérum de 
veau fœtal (Wisent) dont le complément a été inactivé à la chaleur. Une flasque de 75 cm2 était 
ensemencée de manière hebdomadaire à raison d’approximativement 5x105 cellules pour 
utilisation la semaine subséquente ainsi qu’une seconde flasque à raison d’approximativement 
5x106 cellules pour utilisation le lendemain. La viabilité lors de chacun des passages était 
estimée avec une coloration au bleu de trypan et dépassait systématiquement 95%. À partir de 
ces flasques, une plaque de culture à 24 puits pour cellules adhérentes (Greiner Bio One) était 
inoculée de 2x105 cellules viables par puits la veille de l’essai d’adhésion. Le lendemain, une 
heure avant l’ajout des bactéries, les cellules épithéliales étaient lavées avec du PBS et le 
milieu EMEM ajouté de nouveau pour enlever les cellules mortes ou non adhérées. Une 
confluence d’approximativement 75-85% était observée par microscopie optique. Des pré-
cultures bactériennes étaient incubées la veille de l’essai à 37ºC avec agitation en LB et étaient 
diluées 1 :100 dans du milieu frais le jour de l’essai. La surexpression des opérons était induite 
selon la méthode décrite dans la section courbes de croissance et surexpression des opérons 
fimbriaires pendant 1h, suite à quoi les DO600 servaient à déterminer le volume de culture 
nécessaire pour atteindre une multiplicité d’infection de 100 :1 par rapport aux cellules 
épithéliales pour les souches d’E. coli et de 20 :1 pour les souches de S. Typhi. Les bactéries 
étaient inoculées en duplicata techniques, puis les plaques agitées manuellement et incubées 
pendant 90 minutes à 37ºC en atmosphère de 5% de CO2 pour laisser les bactéries interagir 
avec les cellules épithéliales. Ce délai écoulé, les puits étaient lavés manuellement à trois 
reprises avec du PBS et les cellules épithéliales lysées avec une solution de PBS-DOC 0.1% 
(acide désoxycholique), un détergeant n’ayant pas d’effet létal sur les bactéries. La quantité de 
bactéries de ces lysats et de l’inoculum initial ont été déterminées par dilution décimales et 
inoculation en milieu LB supplémenté d’agar à 1.5% après ~18h de croissance à 37ºC et 
décompte du nombre de colonies. Le taux d’adhésion est calculé en divisant la quantité de 
bactéries récupérées après l’essai d’adhésion par la quantité de bactéries inoculées au départ 
multiplié par 100.  
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Résultats 
Profils d’expression des fimbriae 
 
Un opéron fonctionnel doit impérativement être sous le contrôle d’un promoteur pouvant 
induire l’expression de ses gènes.  Deux approches ont été entreprises en utilisant des gènes 
rapporteurs différents afin de déterminer si les promoteurs des 14 opérons fimbriaire de S. 
Typhi souche ISP1820 sont capables d’induire la transcription des gènes en aval.  Une 
première série de constructions a été fabriquée en clonant la région en amont du premier gène 
codant des différents fimbriae devant le gène rapporteur lacZ au sein d’un plasmide multi-
copies (pRS415, voir Tableau II). Un tel système permet, à l’aide d’un essai enzymatique 
simple, de déterminer le niveau d’activité de la β-galactosidase et par conséquent de mesurer 
l’expression du promoteur à l’étude dans différentes conditions expérimentales. Une seconde 
série de construction a été fabriquée en clonant la même région mais devant le gène rapporteur 
gfp contenu dans un autre plasmide multi-copies (pRL1, voir Tableau II). Ce second système 
permet d’évaluer le niveau d’expression à la résolution de bactéries individuelles, ce qui a 
pour avantage de permettre d’observer une variation de phase au sein d’une population. De 
plus, il est possible d’évaluer le niveau d’expression chez les bactéries contenues dans des 
cellules suite à des essais de phagocytose, par exemple. Tant par soucis de réduire les risques 
biologiques des manipulations ainsi que par simplicité de l’approche, ces constructions ont été 
transformées chez une souche d’E. coli non pathogène (DH5α, voir Tableau I). 
Nous avons restreint nos d’études à quelques-unes des conditions reconnues pour influencer 
l’expression de fimbriae chez d’autres entérobactéries (Korea et al. 2010, Felek et al. 2011). 
La régulation de plusieurs facteurs de virulence est influencée par la disponibilité en fer libre. 
La disponibilité en nutriments est également susceptible d’influencer l’expression des 
fimbriae. Finalement, l’expression d’au moins un fimbria de S. Typhimurium (csg) est induite 
lorsque la tension en oxygène du milieu est inférieure à l’atmosphère ambiante. Sauf lorsque 
mentionné, les dosages ont été effectués sur des cultures en phase stationnaire après une 
incubation d’approximativement 16h avec agitation. 
Nous avons utilisé deux contrôles différents au cours de ces expériences. D’abord, une activité 
enzymatique nulle est mesurée en remplaçant la culture bactérienne par un milieu stérile. Nous 
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avons inclus un contrôle supplémentaire pour nous assurer que l’activité enzymatique mesurée 
chez les souches à l’étude est réellement associée à la présence d’un promoteur fonctionnel en 
amont du gène lacZ. À cette fin, l’activité enzymatique de la β-galactosidase a été dosée chez 
une souche bactérienne portant un plasmide pRS415 dans lequel un promoteur démontrant une 
forte activité a été cloné en sens inverse. Cette dernière souche possède une activité 
enzymatique nulle, ce qui indique que l’expression est entièrement dépendante de la présence 




Afin d’étudier l’effet de la disponibilité en nutriments, nous avons évalué l’activité des 
promoteurs des fimbriae en milieu minimal (M63 avec et sans fer) et en milieu riche (LB). La 
comparaison entre un milieu minimal supplémenté ou non en fer nous permet de mettre en 
évidence le rôle du fer libre dans la régulation de l’expression des fimbriae. La comparaison 
entre le milieu LB  et le milieu M63 supplémenté en fer permet de déterminer la différence 
entre un milieu pauvre et riche, indépendamment de la présence de fer libre. Tous les 
promoteurs des opérons fimbriaire possèdent une activité détectable (Figure 11). Les trois 
opérons les plus fortement exprimés dans les trois milieux de cultures mentionnés sont saf, stc 
et sth. L’expression de saf, stc et std semble favorisée par l’ajout de fer en milieu minimal. 
L’effet est cependant faible et est seulement significatif chez S. Typhi. L’expression de bcf 
ainsi que de csg est supérieure lorsque le milieu ne contient pas de fer libre (tant LB que M63 
avec fer). Les opérons bcf, csg, pil, sef et sta sont plus fortement exprimés en milieu minimal 
supplémenté en fer qu’en milieu riche. Inversement, les opérons stc, stg et sth sont plus 
fortement exprimés en milieu riche qu’en milieu minimal avec fer. Le niveau d’expression des 
opérons fim, stb, std, ste et tcf n’est pas significativement influencée par la disponibilité en fer 
libre ou la richesse nutritionnelle dans les conditions expérimentales étudiées. 
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Figure 11 : Effet de la disponibilité en fer et en nutriments sur l’expression des fimbriae.  
L’expression des opérons codant pour les 14 systèmes d’adhésion retrouvés chez S. Typhi ISP1820 a été évaluée 
par fusion transcriptionelle de leur promoteur avec la β-galactosidase portée sur le plasmide multicopies pRS415 
et transformé chez E. coli DH5α. Les souches ont été cultivées en milieu riche (LB) ainsi qu’en milieu minimal 
avec et sans fer (M63) avec agitation pendant 16h à 37ºC. Les données sont représentent la moyenne d’au moins 
trois mesures expérimentales ± DS. Les différences significatives (p<0.05) sont indiquées par un astérisque. 
 
Nous avons aussi voulu déterminer si l’expression des fimbriae de S. Typhi est influencée par 
l’aération des cultures par agitation. Afin d’étudier cette variable, nous avons comparé des 
cultures aérées par agitation et des cultures non agitées, ce qui diminue l’oxygène disponible. 
À l’exception de bcf, csg et std, l’expression des opérons est significativement moindre 
lorsque les souches sont cultivées sans agitation. L’effet est plus marqué pour les opérons fim, 
sef, stc et stg (Figure 12). L’expression d’aucun opéron n’est favorisée par une disponibilité 
réduite en oxygène. 
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Figure 12 : Effet de l’agitation des cultures sur l’expression de fimbriae.  
L’expression des opérons codant pour les 14 systèmes d’adhésion retrouvés chez S. Typhi ISP1820 a été évaluée 
par fusion transcriptionelle de leur promoteur avec la β-galactosidase portée sur le plasmide multicopies pRS415 
et transformé chez E. coli DH5α. Les souches ont été cultivées en milieu riche (LB) avec ou sans agitation 
pendant 16h à 37ºC. Les données sont présentées représentent la moyenne d’au moins trois mesures 
expérimentales ± DS. Les différences significatives (p<0.05) sont indiquées par un astérisque. 
 
Sachant que certains fimbriae chez d’autres espèces promeuvent l’adhésion entre bactéries, 
nous avons voulu déterminer si une culture sur milieu solide favoriserait l’expression de 
fimbriae chez S. Typhi par rapport à une culture en bouillon. À cette fin, nous avons comparé 
le niveau d’expression des différents fimbriae de cultures en bouillon LB ou sur gélose LB 
(Figure 13). L’expression des opérons fim et stg est réduite sur milieu solide par rapport au 
milieu liquide. À l’opposé, les opérons sef, sta, stb et std sont exprimés plus fortement pendant 
une croissance sur un milieu solide. L’expression de bcf, csg, pil, saf, stc, sth et tcf n’est pas 
significativement différente entre une culture en bouillon et une culture en milieu solide. 
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Figure 13 : Effet de la croissance en milieu solide sur l’expression des fimbriae.  
L’expression des opérons codant pour les 14 systèmes d’adhésion retrouvés chez S. Typhi ISP1820 a été évaluée 
par fusion transcriptionelle de leur promoteur avec la β-galactosidase portée sur le plasmide multicopies pRS415 
et transformé chez E. coli DH5α. Les souches ont été cultivées en milieu riche liquide (LB) ou solide (LB-agar) 
après 16h de croissance à 37ºC. Les données sont présentées représentent la moyenne d’au moins trois mesures 
expérimentales ± DS. Les différences significatives (p<0.05) sont indiquées par un astérisque. 
 
Une dernière série d’expériences a été effectuée afin de déterminer si E. coli est un organisme 
modèle adéquat pour évaluer d’une part si les promoteurs des fimbriae de S. Typhi sont 
exprimés et d’autre part s’ils répondent de manière similaire chez ces deux organismes. Deux 
des constructions générées chez E. coli DH5α ont été transformées par électroporation chez la 
souche de S. Typhi ISP1820. L’activité de ces deux promoteurs a été évaluée dans deux 
conditions expérimentales afin de déterminer s’ils répondent de manière similaire (Figure 14). 
Tout d’abord, l’activité des promoteurs dans une condition donnée est supérieure chez S. 
Typhi par rapport à E. coli dans toutes les conditions étudiées. On remarque également que 
l’expression de csgBAC est supérieure en milieu minimal M63 sans fer par rapport au milieu 
M63 avec fer, tant chez E. coli que chez S. Typhi. Chez E. coli, l’expression de stdCBA a une 
tendance à être inférieure en milieu M63 sans fer par rapport au milieu M63 avec fer. Chez S. 
Typhi,  l’expression est inférieure en milieu M63 sans fer par rapport au milieu M63 avec 
fer.Constatant que les promoteurs répondent de la même manière entre ces deux organismes, 
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nous avons poursuivi l’évaluation de l’activité des promoteurs chez E. coli dans différentes 
conditions expérimentales. 
 
Figure 14: Expression comparative des fimbriae entre E. coli et de S. Typhi.  
L’expression des opérons csgBAC et stdBCA a été évaluée par fusion transcriptionelle de leur promoteur avec la 
β-galactosidase portée sur le plasmide multicopies pRS415. Les souches ont été cultivées en milieu minimal M63 
avec et sans fer avec agitation après 16h de croissance à 37ºC, tant chez E. coli DH5α que chez S. Typhi 
ISP1820. Les données représentent la moyenne d’au moins trois mesures expérimentales ± une déviation 
standard (DS). Les différences significatives (p<0.05) sont indiquées par un astérisque.  
 
Rapporteur d’expression fluorescent (gfp) 
 
En plus de doser enzymatiquement l’expression des 14 systèmes d’adhésion putatifs de S. 
Typhi, nous avons voulu utiliser un autre gène rapporteur gfp, codant pour la protéine 
fluorescente verte (eGFP). Ceci permet d’utiliser une mesure de niveau d’expression à la 
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résolution de cellules individuelles à l’aide d’un cytomètre en flux. Ainsi, il est possible 
d’observer une variation de phase au sein d’une population, ce qui est impossible avec des 
fusions utilisant la  β-galactosidase. De plus, il est possible de mesurer un niveau d’expression 
lors de l’interaction des bactéries avec des cellules hôtes, par exemple suite à des essais 
d’invasion, de phagocytose ou de survie avec des macrophages. On a d’abord voulu valider la 
détection de l’expression des opérons dans une population bactérienne. 
Deux contrôles ont été utilisés lors de cette expérience. Une souche exprimant gfp de manière 
constitutive (DEF091) a servi à régler les paramètres d’acquisition en termes de taille et de 
granularité cellulaire (Figure 15A). Une souche d’E. coli possédant le plasmide pRL1 sans 
insert (DEF205) a servi comme contrôle négatif de fluorescence afin de délimiter les zones 
d’acquisition par rapport au contrôle positif (Figure 15B et C).  Le niveau d’expression des 
différents opérons fimbriaires ont ensuite été évalués. Aucune population bactérienne 
n’exprimait la gfp à un niveau supérieur au contrôle négatif. Un exemple représentatif est 
présenté en Figure 15D. L’expression des différents opérons n’ont donc pas pu être détecté à 




Figure 15 : Expression des l’opérons fimbriaires de S. Typhi par rapporteur fluorescent.  
L’expression de tous les opérons ont été évaluée par fusion transcriptionelle de leurs promoteur avec la gfp portée 
sur le plasmide multicopies pRL1 et transformé chez E. coli DH5α. Les souches ont été cultivées en milieu riche 
liquide (LB) pendant 16h à 37ºC. Les données compilent l’acquisition de 100 000 évènements. En vert, on 
observe les bactéries fluorescentes et en rouge, celles qui ne le sont pas. A) Zone d’acquisition en terme de taille 
(FSC-A) et granularité (SSC-A). B) Fluorescence de la souche exprimant la gfp de manière constitutive (contrôle 
positif). D) Fluorescence de la souche portant un plasmide où l’expression de gfp est sous le contrôle du 






Mise au point du système d’expression inductible 
 
Afin d’étudier fonctionnellement des opérons codants pour des fimbriae putatifs, il a d’abord 
été question de mettre au point un système d’expression. Le plasmide devait nous permettre de 
réguler l’expression d’un opéron entier à l’aide d’un promoteur inductible. Quatre plasmides 
inductibles ont été choisis, soit les plasmides pTRC99A et pMMB207c, possédant un 
promoteur inductible à l’IPTG, et les plasmides pBAD18cm et pBAD24, qui possèdent un 
promoteur inductible à l’arabinose (voir Tableau II). De plus, ces plasmides diffèrent en ce qui 
a trait au marqueur de sélection qu’ils portent. La résistance à l’ampicilline est conférée par 
pBAD24 et pTRC99A tandis que la résistance au chloramphénicol est conférée par pBAD18 
et pMMB207c. Les quatre plasmides possèdent une origine de réplication compatible chez les 
souches d’E. coli ORN 172 et de S. Typhi ISP1820. La souche d’E. coli ORN172 a été choisi 
principalement en raison du fait qu’elle n’exprime aucun fimbria et que l’opéron fim a été 
délété (Woodall et al. 1993). De plus, des raisons pratiques nous ont menées à concentrer nos 
travaux initiaux chez E. coli, notamment car cette souche est facilement transformable à l’aide 
des produits de ligation, ce qui est bien moins efficace chez S. Typhi. La souche de S. Typhi 
ISP1820, isolée d’un cas clinique de fièvre typhoïde, a également été manipulée 
génétiquement afin de déléter les 14 systèmes d’adhésion putatifs de son génome (DEF664). 
Ceci permet ensuite de réintroduire individuellement les opérons fimbriaires clonés sur un 
vecteur d’expression inductible. Ainsi, il est possible de comparer différents phénotypes 
associés à l’expression d’un seul fimbria chez une souche de S. Typhi. 
Nous avons décidé de cibler l’opéron stgABCD comme premier candidat à étudier car des 
travaux précédents dans notre laboratoire avaient été en mesure de révéler son expression tant 
par immunobuvardage que par microscopie électronique lorsque cloné dans le plasmide 
pBAD24 (DEF145) (Forest 2012). Les amorces utilisées pour cloner stgABCD dans 
pBAD18cm, pMMB207c et pTRC99A figurent dans le Tableau III. Ceci a permis de 
respectivement générer les souches DEF939, DEF940 et DEF941 (Tableau II).  
L’opéron stg a été induit pour une heure et trois heures en présence de l’inducteur approprié et 
un extrait de protéines totales a été chargé sur gel d’acrylamide pour les cultures des quatre 
souches contenant les vecteurs d’expression. Un aliquot de la culture non induite a servi de 
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contrôle. Il a été possible de mettre en évidence l’accumulation d’une protéine d’environ 45 
kDa suite à l’induction de stgABCD dans les quatre vecteurs d’expression, ce qui devrait 
correspondre à l’expression de l’adhésine StgD. De plus, on observe l’accumulation d’une 
protéine d’environ 18 kDa dans les plasmides pMMB207c, pBAD18cm et pBAD24, ce qui 
devrait correspondre à l’expression du placier tronqué (pseudogène) StgC (Figure 16 et 
tableau IV). 
Suite à cette première mise au point, nous avons décidé de poursuivre le clonage uniquement 
avec les plasmides pMB207c et pTRC99A, bien que nous ayons aperçu des protéines 
exprimées de manière similaire entre les quatre vecteurs chez E. coli. Ceci est en raison de la 
capacité de S. Typhi d’assimiler l’arabinose, ce qui pourrait potentiellement limiter 
l’expression des protéines dans les vecteurs inductible par cet agent (pBAD18cm et pBAD24). 
Figure 16 : Expression de l’opéron stgABCD dans quatre plasmides chez une souche d’E. coli afimbriaire 
(ORN172).  
L’accumulation de protéines d’approximativement 18 kDa (étoile du bas) et de 45 kDa (étoile du haut) 
correspondant respectivement à StgA et StgD est observée. Le gel de SDS-PAGE à 15% d’acrylamide. 
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Surexpression de l’opéron tcfABCD 
 
Le clonage et la surexpression de l’opéron tcfABCD a d’abord été effectuée chez E. coli 
ORN172 à l’aide des deux plasmides inductible à l’IPTG, soient pTRC99A et pMMB207c. 
Comme contrôle, nous avons utilisé la même souche, mais transformée avec les plasmides 
sans insert. Après induction de 4h et 20h, il nous a été impossible de visualiser l’accumulation 
de protéine susceptible de correspondre à l’expression de tcfABCD (Figure 17). Cependant, 
nous avons observé lors de la normalisation de la quantité de protéine pour ces échantillons 
que la croissance des souches transformées avec les plasmides comprenant tcfABCD était 
largement inhibée par rapport aux mêmes souches transformées avec les plasmides ne 
contenant pas cet insert (résultats non présentés). 
Figure 17 : Expression de l’opéron tcfABCD dans deux plasmides inductible à l’IPTG chez une souche d’E. 
coli afimbriaire (ORN172).  
Les protéines totales de deux clones indépendants pour chacune des constructions ont été visualisées après 
induction de 4h (A) et 20h (B). Aucune protéine susceptible de correspondre à l’expression de tcfABCD n’est 
observable. Migration sur un  gel de SDS-PAGE à 12% d’acrylamide. 
 
En raison du retard de croissance subie par les souches d’E. coli ORN172 possédant les 
plasmides pMMB207c:tcfABCD et pTRC99A:tcfABCD, il nous a paru intéressant de 
transformer ces deux constructions chez S. Typhi, tant chez ISP1820 WT que chez la souche 
afimbriaire ISP1820 Δ14. Nous avons répété l’induction de protéines dans les mêmes 
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conditions que chez ORN172. Après extraction des protéines totales et migration, nous avons 
observé l’accumulation d’une protéine d’environ 25 kDa chez les deux souches de S. Typhi 
possédant le plasmide pMMB207c:tcfABCD mais absente chez les souches de S. Typhi 
possédant le plasmide pMMB207c sans insert (Figure 18). Cette protéine pourrait 
correspondre à l’expression de TcfA ou TcfB, respectivement le chaperon ou la sous-unité 
majeure de cet opéron. L’accumulation de cette protéine est apparente tant chez la souche 
ISP1820 WT que chez la souche afimbriaire ISP1820 Δ14. 
 
Figure 18 : Expression de l’opéron tcfABCD dans deux plasmides inductible à l’IPTG chez S. Typhi 
sauvage (WT) et afimbriaire (Δ14) sur gel d’acrylamide. 
L’accumulation d’une protéine à environ 25 kDa est observée chez les souches de S. Typhi possédant le plasmide  
pMMB207c:tcfABCD (étoiles à droite des pistes) après 4h (A) et 20h (B) d’induction.  
 
De plus, nous avons chargé les mêmes échantillons sur un gel de porosité inférieure afin de 
distinguer les protéines de plus grand poids moléculaire (Figure 19). De cette manière, la 
présence d’une protéine induite supplémentaire à environ 135 kDa a été révélée, tant chez 
ISP1820 sauvage que chez ISP1820 Δ14. Bien que le poids moléculaire soit un peu élevé par 
rapport à la prédiction, cette protéine pourrait correspondre au placier TcfC. 
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Figure 19 : Expression de l’opéron tcfABCD dans deux plasmides inductible à l’IPTG chez S. Typhi 
ISP1820 sauvage (WT) et afimbriaire (Δ14) sur gel de faible porosité (8%).  
Les échantillons sont identiques à ceux de la figure 18. On voit l’accumulation d’une protéine d’un poids 
approximatif de 135 kDa pouvant correspondre à l’expression de TcfC (étoile du haut). 
 
Expression des opérons bcf, sta et ste 
 
Afin d’observer l’expression des opérons bcfABCDEFG, staABCDEFG et steABCDEF, ces 
opérons ont été introduits dans le plasmide pMMB207c puisque nous avons précédemment 
démontré qu’il est adéquat pour l’expression de tcfABCD. Ces constructions ont été 
transformées chez une souche afimbriaire d’E. coli ORN172. Les amorces utilisées pour 
l’amplification par PCR de ces opérons figurent dans le tableau III. 
L’expression des opérons bcf, sta et ste a été induite par l’ajout d’IPTG dans une culture en 
phase de croissance logarithmique pendant 20 h. Un extrait de protéines totales de ces cultures 
a ensuite été déposé sur gel d’acrylamide. La même souche mais portant le plasmide 
pMMB207c sans insert a servi comme contrôle afin de distinguer les protéines induites par les 
opérons clonés des protéines endogènes. Aucune protéine exogène n’a été visualisée chez 
deux clones indépendants, dans le cas de ces trois opérons (Figure 20 et tableau IV). De plus, 




Figure 20 : Expression des opérons bcfABCDEFG, steABCDEF et staABCDEFG chez une souche d’E. coli 
afimbriaire (ORN172).  
Aucune protéine exogène ne semble s’accumuler chez deux clones indépendants pour chacun des opérons bcf, ste 
(A) et sta (B). Migration sur un gel SDS-PAGE à 12% d’acrylamide. 
 
En somme, nous avons construit des plasmides d’expression pour huit différents opérons 
fimbriaires de S. Typhi et transformé ces constructions chez une souche afimbriaire d’E. coli. 
Chez ces souches, nous avons observé l’accumulation d’au moins une protéine pouvant 
correspondre à l’expression des opérons stg. De plus, un retard de croissance important était 
observé lors de la normalisation de la concentration en protéines avant de charger les 
échantillons bactériens portant le plasmide contenant l’opéron tcf, suggérant que la 
surexpression de tcf avait un effet létal chez E. coli. Nous avons poursuivi l’investigation en 
transformant le plasmide contenant cet opéron chez une souche de S. Typhi afimbriaire. Ceci 
nous a permis de visualiser l’accumulation d’une protéine pouvant correspondre à l’expression 
de tcfA. 
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Observation microscopique du fimbria Tcf 
 
Afin d’observer si la surexpression de l’opéron tcfABCD pouvait permettre l’assemblage de 
structures fimbriaires, nous avons soumis des échantillons de culture bactériennes de E. coli et  
et de S. Typhi afimbriaires portant le vecteur d’expression pMMB207c à une observation 
directe par microscopie électronique à transmission. Lorsque l’opéron tcfABCD est présent 
chez E. coli, de fines structures extracellulaires sont assemblées sur toute la surface externe 
des bactéries. À l’opposé, de telles structures ne sont pas observées chez cette souche 
afimbriaire portant le plasmide pMMB207c ne contenant pas d’insert (Figure 21). 
 
 
Figure 21 : Observation du fimbria tcf chez une souche afimbriaire d’E. coli  ORN172 par microscopie 
électronique à transmission.  
A) La souche contenant le plasmide pMMB207c sans insert a servi comme contrôle négatif de la présence de 
fimbriae. On observe seulement des flagelles (flèche blanche). B) La souche contenant l’opéron tcfABCD produit 
des structures extracellulaires à l’apparence de fimbriae (flèche noire) après 24h d’induction en bouillon. 
 
L’observation de la souche de S. Typhi portant pMMB207c sans insert en microscopie 
électronique démontre l’absence de fimbriae (Figure 22A). L’expression de tcfABCD mène à 
la production de longs fimbriae (Figure 22B) semblables à ceux observés avec le même 
vecteur d’expression chez notre souche d’E. coli afimbriaire. 
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Figure 22 : Observation du fimbria Tcf chez une souche afimbriaire de S. Typhi par microscopie 
électronique à transmission.  
A) La souche contenant le plasmide pMMB207c sans insert a servi comme contrôle. B) La souche contenant 
l’opéron tcfABCD produit des structures extracellulaires à l’apparence de fimbriae (flèche noire). 
 
Cette étude est la première à documenter par observation directe l’expression d’un opéron 
fimbriaire retrouvé chez S. Typhi. La confirmation visuelle de l’assemblage de tcf chez ces 
souches ouvre la voie pour étudier le rôle de ce fimbria lors de l’interaction de ces bactéries 
avec des cellules de l’hôte. 
 
Effet de la surexpression sur la croissance et production de protéines fimbriaires 
 
La souche afimbriaire d’E. coli ainsi que celle de S. Typhi exprimant le fimbria tcf constituent 
des outils tout désignés pour effectuer des essais d’adhésion dans un modèle d’interaction 
hôte-pathogène in vitro. Cependant, puisqu’un défaut de croissance a été associé à la 
surexpression de ce fimbria, nous avons d’abord cherché des conditions dans lesquelles cet 
effet est minimal afin de diminuer l’impact que cela pourrait avoir sur l’interprétation des 
essais d’adhésion. 
Les courbes de croissance ont été déterminées chez une même souche en présence ou absence 
de l’agent inducteur (IPTG) par mesure de la densité optique des cultures ainsi que par compte 
d’unités viables dans les conditions expérimentales ayant permis de confirmer la surexpression 
de l’opéron tcfABCD. 
64 
D’abord, nous n’observons aucun défaut de croissance chez la souche de S. Typhi portant un 
plasmide de surexpression ne contenant aucun insert puisque l’ajout d’IPTG ne retarde pas la 
croissance de la souche (figure 23A). Cependant, la surexpression de tcfABCD provoque une 
inhibition de croissance que l’on constate tant en termes de réduction du nombre d’unités 
formatrice de colonies (UFC) et de turbidité des cultures après 4h, ainsi qu’après 24h suivant 
l’ajout de l’IPTG (figure 23B). Ce retard de croissance a également été observé avec la souche 
d’E. coli afimbriaire exprimant tcfABCD lorsque nous devions normaliser la quantité de 
protéines chargées sur les gels de protéines totales selon la turbidité des cultures (données non 
présentées). 
Figure 23 : Inhibition de croissance provoquée par la surexpression de l’opéron tcfABCD chez une souche 
afimbriaire de S. Typhi.  
Courbes de croissances en termes d’UFC et de turbidité selon la durée d’incubation après l’ajout de l’IPTG. A-C) 
Les courbes de croissance ont été effectuées en duplicatas biologiques et sont présentés en termes de moyenne ± 
SD. D) Séparation des protéines totales extraites des cultures ayant servies à déterminer les courbes de 
croissance : 1) Plasmide sans insert en présence d’IPTG à 1mM, 2) Plasmide avec insert tcfABCD en présence 
d’IPTG à 1mM, 3) Plasmide avec insert tcfABCD en présence d’IPTG à 10μM. 
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Afin d’éliminer ce défaut de croissance, nous avons tenté d’abaisser la concentration d’IPTG 
utilisée de 1mM à 10μM. Nous avons à nouveau établis des courbes de croissance et en 
parallèle procéder à une séparation des protéines totales extraites des mêmes cultures sur gel 
d’acrylamide. Dans ces conditions, l’ajout d’IPTG ne retarde plus la croissance (figure 23C) 
mais l’expression de de tcfABCD n’a pas pu être visualisée (figure 23D), bien que notre 
contrôle d’expression à 1mM révèle l’accumulation d’une protéine pouvant correspondre à 
TcfA, faible après 4h mais très évidente après 24h de culture. Nous avons également observé 
un retard de croissance similaire lorsque les bactéries étaient cultivées à 30°C plutôt qu’à 37°C 
(données non présentées). 
Ces quelques essais d’optimisation n’ont pas diminué le retard de croissance observé pendant 
la surexpression de tcf observé à partir de 4h post-induction. Cependant, ce retard de 
croissance n’est pas observé après la première heure de surexpression. Nous avons par 
conséquent utilisé des cultures induites pendant une heure afin d’effectuer des expériences 




L’un des modèles classiques d’interaction hôte-pathogène in vitro consiste à effectuer un essai 
d’adhésion où on mesure la quantité de bactéries récupérées suite à plusieurs lavages après un 
temps de co-culture déterminé avec des cellules épithéliales adhérentes. La lignée de cellules 
épithéliales utilisée dans nos essais (INT-407) est issue d’un segment d’intestin d’un embryon 
humain et a été utilisée pour modéliser la barrière épithéliale intestinale. 
Nous avons donc comparé la capacité d’adhésion des deux souches bactériennes (E. coli et S. 
Typhi) surexprimant l’opéron tcfABCD au sein du vecteur d’expression inductible à l’IPTG 
(pMMB207c) à des souches isogéniques portant le même plasmide d’expression mais sans 
insert. De plus, tcfABCD cloné sur un plasmide où l’opéron est sous le contrôle de son 
promoteur d’origine (plasmide pWSK29, provenant d’une étude précédente dans notre 
laboratoire) a aussi été utilisé. Nous avons décidé d’intégrer ces souches à nos essais puisque 
dans les mêmes conditions de culture, le promoteur natif de tcfABCD démontre un certain 
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niveau d’activité (Figure 12). Nous avons limité nos tests à ces souches en raison de notre 
incapacité à visualiser l’expression des autres opérons sur gel de protéines totales. Nous avons 
également exclus l’opéron stg car le placier est classé comme pseudogène, ce qui diminue 
l’intérêt de chercher un phénotype associé à son expression. 
Chez S. Typhi, lorsque l’expression de tcfABCD est sous le contrôle de son promoteur 
d’origine, nous n’observons aucune différence significative au niveau de la capacité 
d’adhésion dans les conditions expérimentales utilisées (figure 24A). Cependant, la 
surexpression de tcfABCD mène à une réduction d’approximativement un ordre de grandeur 
dans le nombre de bactéries récupérées à la fin des essais, ce qui se traduit par une baisse 
équivalente en termes de pourcentage, passant de 12% à 1% (figure 24B). 
 
Figure 24 : Capacité d’adhésion d’une souche afimbriaire de S. Typhi modulée par l’expression de 
l’opéron tcfABCD.  
L’opéron tcfABCD est porté sur un plasmide où son expression est contrôlée par le promoteur d’origine 
(pWSK29) ou par un promoteur inductible (pMMB207c). Les données représentent au moins trois expériences 
indépendantes effectuées en duplicata techniques et sont présentées en terme de moyenne ± SD. A) Quantité de 
bactéries inoculées ou récupérées après l’essai d’adhésion. B) Les données sont représentées en terme de 
pourcentage de bactéries récupérées par rapport à l’inoculum initial. 
 
Bien que l’accumulation de TcfA n’ait pas été observée chez notre souche d’E. coli 
afimbriaire, des structures ressemblant à des fimbriae ont été directement observés suite à la 
surexpression. Nous avons donc aussi tenté d’effectuer les essais d’adhésion chez cette 
souche. Chez E. coli, lorsque l’expression de tcfABCD est sous le contrôle de son promoteur 
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d’origine, nous n’observons pas de différence de capacité d’adhésion significative (figure 25). 
Cependant, lorsque l’expression de tcfABCD est contrôlée par un promoteur inductible à 
l’IPTG, nous observons une réduction de la capacité d’adhésion similaire à celle observée 
chez S. Typhi (figure 24). 
Ainsi donc, la surexpression de l’opéron tcfABCD mène à une réduction de la capacité 
d’adhésion de bactéries afimbriaires, tant chez S. Typhi qu’une espèce non pathogène utilisée 
couramment en laboratoire. 
 
Figure 25 : Capacité d’adhésion d’une souche afimbriaire d’E. coli modulée par l’expression de l’opéron 
tcfABCD.  
L’opéron tcfABCD est porté sur un plasmide où son expression est contrôlée par le promoteur d’origine 
(pWSK29) ou par un promoteur inductible (pMMB207c). Les données représentent au moins trois expériences 
indépendantes effectuées en duplicata techniques et sont présentées en terme de moyenne ± SD. A) Quantité de 
bactéries inoculées ou récupérées après l’essai d’adhésion. B) Les données sont représentées en terme de 




Les manifestations cliniques de la fièvre typhoïde sont bien connues mais les déterminants 
génétiques contribuant à sa pathogenèse sont encore mal compris. De plus, la restriction du 
spectre d’hôtes de S. Typhi à l’Homme contrairement à la vaste majorité des autres 
salmonelles n’est que partiellement expliquée. L’évolution de ce pathogène a été marqué par 
une perte de fonction de nombreux gènes mais également par l’acquisition d’un répertoire de 
systèmes d’adhésion unique. Puisque l’adhésion aux cellules d’un hôte est une étape critique 
dans l’établissement d’une infection, l’étude de ces systèmes d’adhésion s’avère essentielle. 
Par homologie de séquence, le génome de S. Typhi contiendrait quatorze systèmes d’adhésion 
fimbriaires dont douze de type FCP, un curli ainsi qu’un pili de type IV. La majeure partie des 
informations disponibles sur ces gènes a été acquise en étudiant d’autres bactéries, 
particulièrement E. coli  et S. Typhimurium. Très peu d’informations sont disponibles sur 
l’expression et la fonction biologique de ces systèmes chez S. Typhi. 
Cette présente étude a utilisé une approche de génie génétique afin de fournir de nouvelles 
informations sur ces systèmes d’adhésion putatifs, particulièrement en ce qui a trait aux FCP. 
Deux axes de recherche ont été investigués. D’abord, l’expression de ces systèmes d’adhésion 
dans différentes conditions a été évaluée par l’utilisation de gènes rapporteurs (Gfp et β-
galactosidase). De plus, le clonage de certains des opérons entiers sous le contrôle d’un 
promoteur inductible a permis la surexpression d’au moins un des fimbriae, l’opéron tcf. Ceci 
a également permis l’observation directe d’un fimbria par microscopie électronique ainsi que 






Profil d’expression des fimbriae 
 
Nous avons cloné la région promotrice des 14 systèmes d’adhésion fimbriaires putatifs de S. 
Typhi dans un plasmide multicopies en amont du gène lacZ. Cette fusion transcriptionnelle a 
permis un criblage rapide, peu coûteux, sensible et quantitatif du niveau d’expression de ces 
systèmes dans plusieurs conditions expérimentales en les introduisant dans une souche 
afimbriaire et non pathogène d’E. coli. 
Nous avions comme hypothèse que l’expression des fimbriae de S. Typhi serait régulée par la 
disponibilité en fer libre ainsi que par la richesse du milieu de culture. Nous avons donc 
comparé le niveau d’expression des systèmes d’adhésion en milieu minimal pauvre et riche en 
fer libre ainsi qu’en milieu LB classique (Figure 11). L’expression des fimbriae bcf et csg est 
favorisée en milieu pauvre en fer. Chez S. Typhimurium, l’expression de l’opéron csg survient 
lors d’une carence en fer (Romling et al. 1998), ce qui est cohérent avec nos observations chez 
S. Typhi. L’expression d’autres fimbriae tels CFA/I et LPF chez E. coli est également induite 
lorsque la quantité de fer est limitante (Torres et al. 2007, Haines et al. 2015). Tel qu’observé 
chez ces deux entérobactéries, nos propres observations appuient l’effet d’une carence en fer 
dans la surexpression de fimbriae chez S. Typhi. Inversement, trois des systèmes d’adhésion 
putatifs  (saf, stc et std) ont tendance à être exprimés à un niveau plus élevé en milieu minimal 
en présence de fer mais cette différence ne fût pas significative. L’expression des autres 
opérons n’apparaît pas modifiée par la présence de fer en milieu minimal. 
Le fer est un cofacteur impliqué dans de nombreuses fonctions biologiques telles la réplication 
de l’ADN, la motilité ainsi que l’expression de nombreux facteurs de virulence (Andrews et 
al. 2003). La protéine Fur est considérée comme l’un des régulateurs d’expression global chez 
les salmonelles et son activité est intimement lié à l’homéostasie du fer (Osman et Cavet 
2011). L’analyse bioinformatique des régions promotrices des 14 systèmes d’adhésion putatifs 
de S. Typhi suggère des sites de liaison de fur dans les opérons csg, stc et std (Annexe 1). Il 
serait judicieux d’évaluer le niveau d’expression de ces gènes chez un mutant fur afin 
d’appuyer son implication dans leur régulation. L’évaluation de l’expression de bcf chez un 
mutant fur serait également judicieuse puisqu’une carence en fer a provoqué une surexpression 
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de cet opéron en milieu minimal. Il pourrait s’agir d’une régulation indirecte par fur puisque 
cette région promotrice ne comprend pas de site de liaison pour ce régulateur. 
L’analyse des promoteurs a prédit de nombreux sites de liaison pour d’autres régulateurs dont 
les mutants chez la souche à l’étude sont disponibles (Annexe 1). De la même manière que 
pour fur, l’évaluation du niveau d’expression des opérons fimbriaires chez d’autres mutants 
pourrait permettre d’appuyer l’implication de ces régulateurs. 
Nous avons identifiés un site de liaison potentiel pour FlhCD dans la région promotrice de 
l’opéron stc. Ce régulateur est impliqué dans la transition entre la phase sessile et motile 
(Martinez-Antonio et al. 2008). Or, l’expression de fimbriae est fréquemment associée à 
l’adhésion des bactéries aux cellules de l’hôte et donc à la phase sessile. 
Par ailleurs, notre analyse suggère que les promoteurs des opérons csg, std et ste contiennent 
un site de liaison pour PhoB. Ce facteur de transcription est activé lors d’une carence en 
phosphate (Blanco et al. 2002). Il a été démontré que PhoB est surexprimé chez S. 
Typhimurium lors de leur survie dans des vacuoles de macrophages, une étape rencontrée au 
cours de la pathogenèse de ce sérovar  (Eriksson et al. 2003). Cette même étude a également 
remarqué une baisse d’expression du fimbria de type I et une surexpression de deux autres 
fimbriae, csg et pef. Le régulateur PhoB pourrait être un régulateur essentiel à l’expression de 
certains fimbriae pendant la survie intracellulaire de S. Typhi dans les macrophages.  
Nous avons également comparé le niveau d’expression des fimbriae entre un milieu pauvre et 
d’un milieu riche en nutriments. Afin d’exclure le rôle du fer, nous avons comparé entre le 
milieu LB riche (contenant du fer) avec le milieu minimal M63 supplémenté à une 
concentration en fer non limitante (Figure 11). On remarque que les opérons bcf, csg, pil et sef 
sont exprimés plus fortement en milieu pauvre qu’en milieu riche. Inversement, l’expression 
de stc et sth est inférieure en milieu pauvre. La variation du niveau d’expression ne suivant pas 
la même dynamique pour tous les fimbriae étudés implique des mécanismes de régulation 
distincts. Ceci suggère des dynamiques d’expression et donc des rôles hétérogènes lors de la 
pathogenèse de S. Typhi chez l’humain. 
On retrouve plusieurs exemples de fimbriae dont l’expression est liée à la disponibilité en 
nutriments dans la littérature. Chez S. Typhimurium, l’expression de csg est favorisée en 





K99 d’E. coli est réprimé par l’ajout d’une faible concentration d’alanine ou de leucine 
(Klemm 1994). Les voies de signalisation par lesquelles cet effet est observé sont 
malheureusement incomplètes et doivent être décrites avec plus de finesse afin de mieux 
comprendre les raisons sous-jacentes à l’expression de ces systèmes d’adhésion putatifs. 
Nous avons également évalué l’expression des systèmes d’adhésion putatifs dans des cultures 
statiques. Aucun fimbria n’est surexprimé en milieu sans agitation par rapport à une culture 
avec agitation. Au contraire, l’expression de tous les opérons étudiés est inférieure en culture 
statiques par rapport aux cultures avec agitation à l’exception de bcf, csg et std pour lesquels le 
niveau d’expression n’est pas significativement différent. Ceci suggère qu’une diminution de 
la tension en oxygène ou l’absence d’un stress mécanique ne sont pas des signaux suffisants 
pour provoquer l’expression des systèmes d’adhésion putatifs de S. Typhi dans nos conditions 
de culture. 
La dernière condition expérimentale étudiée consistant à laisser croître les bactéries sur un 
milieu LB supplémenté d’agar afin de donner une matrice solide favorable à une interaction au 
sein d’une colonie bactérienne. En comparaison avec le milieu LB avec agitation, seul 
l’opéron saf est significativement surexprimé. Cette condition est somme toute peu favorable à 
l’expression des systèmes d’adhésion putatifs de S. Typhi. 
Nous avons voulu valider que cette approche nous procurait des informations pertinentes sur 
la dynamique d’expression chez S. Typhi. Nous avons ainsi choisi deux promoteurs qui 
répondaient de manière opposée à la présence de fer chez E. coli (csg et std) et confirmé que 
cette dynamique d’expression est conservée chez S. Typhi sauvage (Figure 14). Bien que 
l’activité de ces promoteurs soit supérieure chez S. Typhi par rapport à E. coli, nous observons 
que leur dynamique d’expression est similaire. Une étude récente a comparé l’expression de 
gènes orthologues entre S. Typhimurium et E. coli et il a été observé qu’environ le trois quart 
des gènes possédant une séquence en acides aminés identique étaient régulés de façon 
similaire (Meysman et al. 2013). La classe fonctionnelle dont l’expression est corrélée le plus 
fortement entre ces deux espèces est constituée de gènes de biosynthèse de composants 
structurels dont les fimbriae font partie. Ces études soutiennent l’idée d’utiliser E. coli comme 
modèle d’étude pour l’expression des fimbriae. 
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Dans l’ensemble, les résultats fournis par les rapporteurs β-galactosidase nous permettent de 
conclure que les 14 systèmes d’adhésion putatifs sont exprimés, bien que certains le soient à 
un niveau très faible. Les deux opérons les plus fortement exprimés quel que soit la condition 
de culture sont sef et sth. Les plus grandes différences d’expression sont observées entre le 
milieu minimal avec et sans fer, provoquant une surexpression d’environ deux fois en carence 
de fer pour bcf et pour csg.  La dynamique d’expression est différente selon le fimbria étudié, 
suggérant des rôles distincts au cours de la vie de la bactérie. 
Les expériences in vitro sont certes utiles afin de caractériser des signaux précis permettant 
l’expression des fimbriae. Néanmoins, un parallèle doit être fait avec des conditions 
rencontrées lors de la pathogenèse de S. Typhi chez son hôte. Certaines informations sont déjà 
disponibles au sujet de l’expression in vivo de ces systèmes d’adhésion putatifs. Une étude a 
comparé le niveau d’expression des gènes de S. Typhi dans le sang de patients au Bengladesh 
à celui en milieu de culture in vitro LB par biopuces (Sheikh et al. 2011). L’expression de tous 
les systèmes d’adhésion à l’exception de stc a été détectée. De plus, les gènes pilO et staA 
codant tous deux pour des protéines fimbriaires structurelles sont surexprimés par plusieurs 
ordres de grandeur dans le sang des patients par rapport aux cultures in vitro. Une autre étude 
a détecté la présence d’anticorps ciblant les protéines TcfB, StbD, CsgE, CsgF et CsgG dans le 
sérum de patients en convalescence suite à une infection par S. Typhi (Handfield et Hillman 
2006). Ces informations suggèrent une implication de ces fimbriae au cours de la pathogenèse 
de S. Typhi mais ne permettent pas de connaître leurs ligands ni à quel moment ils sont 
exprimés au cours de l’infection. 
Il pourrait être envisageable de comparer l’expression du génome de S. Typhi entre différents 
prélèvements chez des patients atteints de la fièvre typhoïde. Classiquement, cinq types de 
prélèvements sont envisageables : la moelle osseuse, le sang, les fèces, le frottis rectal ainsi la 
vésicule biliaire lors d’une ablation chez des porteurs chroniques. Une telle étude pourrait 
mettre en évidence à quel moment les fimbriae sont les plus exprimés, ce qui pourrait nous 
indiquer un rôle potentiel ou à tout le moins à quel moment ou en contact avec quel organe 





Rapporteurs fluorescents (gfp) 
 
L’utilisation d’une fusion transcriptionnelle avec une protéine fluorescente permet d’évaluer 
quantitativement l’expression de gènes à la résolution de bactéries individuelles et ainsi 
déterminer si la population bactérienne sont uniformes ou comportent des sous-populations 
caractéristiques, comme par exemple dans le cas d’une variation de phase telle qu’observée 
pour d’autres fimbriae (van der Woude et Baumler 2004). L’utilisation d’un rapporteur 
fluorescent ouvre également la possibilité de mesurer un niveau d’expression à l’intérieur 
même d’une cellule hôte, comme suite à la phagocytose par un macrophage (Gerisch et 
Muller-Taubenberger 2003, Humphries et al. 2003). 
Les régions promotrices des 14 systèmes d’adhésion putatifs de S. Typhi ont été clonées en 
amont du gène  gfp afin d’obtenir un signal fluorescent proportionnel à l’expression de ces 
gènes. Nous avons cultivé nos souches en milieu LB avec aération pendant 16h, l’une des 
conditions utilisées dans nos essais par rapporteur β-galactosidase (Figure 11). De manière 
surprenante et au contraire de nos essais par dosage enzymatique, cette expérience ne nous a 
pas permise d’observer l’expression des fimbriae  (Figure 15). Il est possible que l’expression 
de la GFP soit simplement trop faible pour être détectée. La GFP utilisée dans le cadre de cette 
étude est une version modifiée pour émettre une fluorescence améliorée comparé à la protéine 
sauvage (egfp). Il existe cependant une GFP ayant subi des modifications supplémentaires 
pour être plus stablement repliée (Pedelacq et al. 2006). L’utilisation d’une telle protéine 
aurait le potentiel d’améliorer notre signal. Il est également possible, bien que la présence et 
l’orientation du promoteur de saf ait été confirmée par PCR, que des mutations aient été 
introduites lors du clonage et inactivent sa fonction. Le séquençage de nos constructions 
permettrait de répondre à cette question. Des études subséquentes devront être menées afin de 
mettre au point ces outils afin d’évaluer l’expression des systèmes d’adhésion putatifs de S. 
Typhi lors de l’interaction avec des cellules d’un hôte en culture. 
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Surexpression et synthèse des opérons fimbriaires 
 
L’observation d’un phénotype conféré par le transfert de gènes dans un organisme hétérologue 
procure une solide démonstration de la fonction de ces gènes. Ainsi, la surexpression d’un 
opéron fimbriaire putatif de S. Typhi chez E. coli est en mesure de procurer une solide 
démonstration que ces gènes sont responsable et suffisants pour la synthèse d’un fimbria. 
La surexpression des opérons bcf, sta, ste, stg et tcf a été tentée chez une souche d’E. coli 
afimbriaire non invasive couramment utilisée pour exprimer des fimbriae exogènes. Afin de 
confirmer la production de protéines à partir de ces opérons, une électrophorèse sur gel 
d’acrylamide des protéines totales extraites des cultures bactériennes a été effectuée sur des 
échantillons après 4h et 24h en présence de l’agent inducteur. Nous avons observé 
l’accumulation de protéines de poids moléculaire pouvant correspondre à StgA et StgD suite à 
l’expression de stgABCD ainsi que de TcfC et TcfD suite à l’expression de tcfABCD. 
L’accumulation de protéines de d’autres opérons n’a pas été observée. Il est possible que ces 
autres opérons soient exprimés malgré notre incapacité à détecter leur production par 
électrophorèse. L’absence d’accumulation évidente de protéines exogènes pour les plasmides 
d’expression de bcf, sta et ste pourrait être due à la faible sensibilité de la coloration au bleu de 
Coomassie. Il est également possible que cette accumulation ait été masquée par des protéines 
abondantes endogènes. Une extraction des protéines de surface pourrait permettre une plus 
grande sensibilité. La détection de ces protéines par immunobuvardage pourrait être envisagée 
si des anticorps étaient rendus disponibles. De plus,  
 
Essais d’adhésion aux cellules épithéliales 
 
Les interactions hôte-pathogène font appel à une panoplie de mécanismes qui sont de mieux 
en mieux décrits au niveau moléculaire. L’expression de facteurs d’adhésion et plus 
spécifiquement de fimbriae confère aux bactéries la capacité de coloniser tout un éventail de 
tissus biologiques ou de surfaces abiotiques (Baumler et Fang 2013, Pan et al. 2014). L’étude 





microbiologique ainsi que de l’élaboration d’approches thérapeutiques. Le deuxième volet de 
cette étude a cherché à d’attribuer un rôle aux systèmes d’adhésion putatifs retrouvés chez S. 
Typhi.  
Nos expériences ont mis en évidence une baisse de la capacité d’adhésion d’une souche 
afimbriaire d’E. coli surexprimant l’opéron tcf (Figure 25). Ce phénotype est associé à 
l’apparition de structures fimbriaires à la surface de la bactérie. Ces structures ont également 
été observées en surexprimant tcf chez une souche afimbriaire de S. Typhi (Figure 24). Nous 
avons également observé une forte association bactérie-bactérie sur les photos de microscopie 
électronique dans les cultures de S. Typhi surexprimant tcf. Il est possible que la diminution de 
la capacité d’adhésion due à tcf soit causée par une plus grande association entre bactéries, ce 
qui limite la surface membranaire disponible à une interaction avec les cellules épithéliales. 
Selon ces constatations, il est probable que l’expression de tcf  favorise la formation de 
biofilms.  
Une étude rapportait que la délétion de la sous-unité majeure tcfA n’affecte pas la capacité de 
S. Typhi (souche BRD948) à adhérer à des cellules épithéliales humaines polarisées (T84) ou 
non polarisées (INT-407) lors d’essais in vitro effectués à 4°C (Bishop et al. 2008). Ceci 
pourrait être expliqué par une redondance fonctionnelle de plusieurs systèmes d’adhésion. La 
surexpression de systèmes d’adhésion putatifs chez d’une souche afimbriaire dans le cadre de 
notre étude permet de limiter cette complémentation fonctionnelle, bien que d’autres systèmes 
d’adhésion cryptiques soient présents(Korea et al. 2010). Fait intéressant, une autre étude 
effectuée dans notre laboratoire a rapporté une augmentation de la capacité d’adhésion chez un 
mutant ∆tcf dans une autre souche de S. Typhi (ISP1820, David 2012). Les conclusions 
divergentes de ces deux études antérieures sont probablement dues aux conditions 
expérimentales des essais d’adhésion. 
Nous n’avons pas entrepris d’essais d’adhésion suite à la surexpression des autres opérons 
clonés par notre incapacité à confirmer que la synthèse de protéines fimbriaires avait bel et 
bien lieu (Figure 20). Cependant, d’autres études publiées rapportent l’observation de fimbriae 
par microscopie électronique suite à la surexpression d’opérons fimbriaires exogènes malgré 
qu’ils aillent été incapables d’observer l’accumulation de protéines sur gel de polyacrylamide 
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(Korea et al. 2010, Felek et al. 2011). Il serait judicieux de confirmer la présence de fimbriae 
par microscopie suite à la surexpression des autres fimbriae putatifs clonés (bcf, saf, sta, stb, 
stg et sth). Cependant, trois de ces opérons contiennent des codons d’arrêt prématurés dans au 
moins un gène considéré comme essentiel dans l’assemblage d’un FCP. Le placier des opérons 
bcf et stg contient un ou plusieurs codons d’arrêt prématurés (Tableau IV). Le gène codant 
pour la sous-unité majeure de sth est également considérée comme pseudogène en raison d’un 
codon d’arrêt prématuré. Les opérons clonés les plus intéressants à étudier au niveau 
fonctionnel sont donc saf, sta et stb. L’opéron saf est particulièrement intéressant en raison de 
son fort niveau d’expression en milieu LB (Figure 11). Deux autres FCP putatifs dont les 
séquences semblent coder pour des protéines fonctionnelles seraient intéressantes à étudier 






Conclusion et perspectives 
 
Cette présente étude avait pour objectif de démontrer que les 14 systèmes d’adhésion 
fimbriaires annotés dans le génome de de Salmonella enterica sérovar Typhi sont fonctionnels 
et jouent un rôle dans l’interaction hôte-pathogène de cette bactérie avec l’être humain. Ce 
projet de recherche est présenté en deux volets.  
Dans un premier volet, nous avons évalué le niveau d’expression de ces systèmes d’adhésion 
dans différentes conditions à l’aide de fusions transcriptionnelles. Nous avons détecté 
l’expression de tous les systèmes d’adhésion étudiés. La plupart sont exprimés à un faible 
niveau, peu importe la condition expérimentale. Trois d’entre eux sont systématiquement plus 
exprimés que les autres, soient saf, stc et sth. L’expression des opérons bcf et csg est favorisée 
pendant une carence en fer, un élément nutritif essentiel retrouvé en quantité limitante chez 
l’hôte. L’expression de plusieurs opérons, particulièrement std, est favorisée par une culture 
sur milieu solide. Il est intéressant de constater que l’expression des différents systèmes 
d’adhésion étudiés est favorisée dans certaines conditions plutôt que d’autres, suggérant des 
rôles à des moments différents au cours de la pathogenèse de S. Typhi. 
Dans un second volet, nous avons forcé la surexpression de plusieurs opérons fimbriaires chez 
une souche afimbriaire d’E. coli et de S. Typhi. La synthèse de protéines de l’opéron tcf a été 
détectée. En plus, cette étude est la première à observer l’apparition de structures fimbriaires 
issues de l’expression de tcfABCD par microscopie électronique. Un essai d’adhésion à des 
cellules épithéliales intestinales humaines en cultures in vitro a permis de mettre en évidence 
une réduction de la capacité d’adhésion suite à la surexpression de tcf. Cette observation est 
corrélée à une plus grande association entre bactéries, comme en atteste nos observations en 
microscopie électronique. Il est possible que tcf promeuve la formation de biofilms, situation 
rencontrée chez les porteurs chroniques de la fièvre typhoïde. 
Cette étude a également permis l’élaboration d’outils qui pourront servir à étudier plus 
amplement les systèmes d’adhésion putatifs de S. Typhi. Il serait judicieux d’utiliser les 
fusions transcriptionnelles avec le gène lacZ pour mesurer le niveau d’expression des 
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différents opérons fimbriaires putatifs chez des mutants des différents régulateurs suggérés par 
notre analyse bioinformatique des régions promotrices. La mise au point d’un rapporteur 
fluorescent GFP pourrait également permettre de mesurer un niveau d’expression pendant 
l’interaction avec différentes cellules de l’hôte dans des essais in vitro. Finalement, 
l’élaboration d’anticorps spécifiques pour les fimbriae putatifs à l’étude pourrait permettre de 
confirmer la synthèse de ces protéines par immunobuvardage. De tels anticorps pourraient être 
couplés à des billes d’or pour les identifier par microscopie électronique. 
 Dans l’ensemble, cette étude a procuré des évidences appuyant que certains systèmes 
d’adhésion identifiés par analyse de séquence chez S. Typhi sont fonctionnels. Des études plus 
approfondies sur leur implication de ces fimbriae dans l’interaction hôte-pathogène de cette 
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Annexe 1 : Éléments de régulation putatifs des promoteurs 
des FCP clonés à partir de S. Typhi 
Facteurs de  
transcription  
Opérons  
Bcf Csg Fim Pil Saf Sef Sta Stb Stc Std Ste Stg Sth Tcf ᵜ 
ada                    √  √      
arcA    √                        
argR    √  √        √    √  √  √  √   √ 
argR2    √        √  √    √  √  √    √  
crp            √            √    
fis  √                     √    
flhCD                  √          
fnr              √              
fur    √              √  √       √ 
gcvA  √                    √      
H-NS              √ 
ihf  √  √  √      √      √          
lexA            √  √          √    
lrp    √  √      √        √  √      
metJ        √      √              
metR        √                    
nagC      √              √  √      
omp2        √                    
oxyR      √                    √  
pdhR                        √    
phoB    √                √  √      
rcsB              √ 
rpo15D            √                
rpo16D  √        √  √                
rpo17D          √  √  √      √      √  
rpoD19                  √  √        
rpoE      √                      
rpoH2        √          √          
rpoS17                  √          
soxS    √      √          √        
tus                      √      
tyrR            √    √        √    
Légende : Éléments de régulation putatifs retrouvés dans les séquences en amont du premier gène de chacun des 
opérons codant pour les 14 systèmes d’adhésion de S. Typhi. L’analyse a été effectuée à l’aide du logiciel 
BPROM disponible en ligne (Softberry Inc. 2015). √ : Présence de l’élément de régulation, ᵜ : L’analyse du 
promoteur de Tcf a été effectuée dans le cadre d’une étude précédente (Leclerc 2014). En gras : mutants 
disponibles chez la souche à l’étude.  
